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RESUMEN.

La capacitacién puede ser definida, como una serie de cambios bioquimicos en la
membrana plasmatica que preparan al espermatozoide para la reaccién acrosomal.
(Austin, 1967; Yanagimachi, 1994). Durante la capacitacién se produce una remocién o
alteracion gradual de glicoproteinas periféricas, una redistribucién de glicoproteinas
integrales, la reduccion de colesterol en la membrana, y cambios en la distribucién y
composicion de fosfolipidos (Yanagimachi, 1895). El calcio extracelular es requerido para
completar la capacitacion, y para realizar la reacciéon acrosomal, mediante una accién
directa sobre la membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa permitiendo su
fusion y la formacién de vesiculas asi como la liberacién de las enzimas acrosomales
{Chetham y col., 1990). La reaccion acrosomal representa un requerimiento indispensable
en la fertilizacién. A la fecha se desconocen con precision ios cambios membranales que
ocurren durante ia capacitacion, asi como aguellos que se requieren para la vesiculacion
en la reaccién acrosomal. El propésito del presente trabajo es conocer si existe
movimiento de “flip -flop” en la membrana plasmatica del espermatozoide durante la
capacitacion y la reaccion acrosomal. Ademas se pretende conocer si existen diferencias
al respecto entre los espermatozoides del eyaculado y los de cola de epididimo de conejo
Nueva Zelanda, y corroborar la importancia del Ca” en estos procesos.

Los espermatozoides se obtuvieron de eyaculados, utilizando una vagina artificial y de la
cola del epididimo por cirugia. Las muestras obtenidas, se incubaron a 37°C, en
atmésfera de carbogeno en medio Brackett con y sin Ca® y con y sin ionéforo de calcio
A23187 (0.01 mM). Los espermatozoides de cada tratamiento, se incubaron con anexina
V fluoresceinada con el proposito de detectar en un citdbmetro de flujo (FAC Sort Becton
Dickinson) su unién a fosfatidilserina y con esto detectar cambios en la asimetria de la
membrana.

Los resultados cuando los espermatozoides fueron obtenidos de la cola del epididimo e
incubamos en medio Brackett sin suplemento de calcioc fueron; tiempo cero de un 18.39 +
9.48, a las 2 horas de incubacion de 12.38 + 4.27; a las 4 horas de 14.89 + 6.51yalas 6
horas de 16.43 + 8.17. 6 horas después, la muestra que se incubdé 3 horas mas en
presencia del ionéforo, mostré el 28.12 + 4.59 de fluorescencia positiva y sin ionéforo el

porciento de fluorescencia positiva fue de 17.7 + 8.2, Los resultados de las muestras
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obtenidas de cola de epididimo e incubadas en presencia de medio Brackett con
suplemento de Ca2+, fue en el tiempo cero 24.61 + 8.57, a las 2 horas de incubacion 23.66
+ 539, a las 4 horas 35.19 + 14.91; a las 6 horas 38.24 + 13.04. y en presencia de
ionoforo, la fluorescencia positiva fue 70 + 7.5.

Para los experimentos con muestras de espermatozoides eyacuiados, fueron. Para las
muestras incubadas en medio Brackett sin suplemento de Ca®. Tiempo cero 16.6 + 7.5; 2
horas 23.06 + 11.4; 4 horas 29.6 + 10.15; a las 6 horas 38.8 + 9.9; a las 9 horas 37 + 11.24
y la muestra con ionoforo fue de 40.02 + 13.85. Los espermatozoides de eyaculado
incubados en medio Brackett con suplemento de calcio, para el tiempo cero, 23.1 + 4.49;
para 2 horas de incubacion 40.9 + 23.9; para 4 horas 41.1 + 17.8; para las 6 horas 42.6 +
19.2; para las 9 horas 60.2 + 8.47 y para la muestra con iondforo de 75.9 + 7.8

Los resultados de este trabajo, evidencian que tanto espermatozoides de eyaculado como
de cola de epididimo, incubados en un medio capacitante, llevan a cabo movimientos de
“flip-flop”, en sus membranas, con lo cual se produce la pérdida de la asimetria
membranal, que es detectada en este caso por la presencia en la cara externa de
fosfatidilserina. No se detectaron diferencias entre los espermatozoides de epididimo y los
de eyaculado. El incremento en la concentracion de Ca?" citosolico inducido por iondforo
A23187, o por incorporacion de Ca** al medio, produjo una distribucion al azar de los
lipidos de la membrana y por ende, pérdida de la asimetria de los fosfolipidos de la
membrana y la posterior formacion de las vesiculas, necesarias en la reaccién acrosomal.
En conclusién podemos decir que hay importantes cambios en la distribucién de
fosfolipidos, en particutar de fosfatidilserina que comienzan desde el procesc de
capacitacion y se van haciendo mas evidentes conforme aumenta el tiempo de
incubacién. Es importante mencionar que la presencia de Ca®* en el medio favorece la
respuesta en capacitacién y ain mas en la reaccion acrosomal. El uso de la anexina V-
FICT en la citometria de flujo es un método eficiente y sensible para evaluar los cambios

que sufren las membranas del espermatozoide sometido a tratamiento de capacitacion y
reaccién acrosomal.



l.- INTRODUCCION

1.- ESPERMATOGENESIS.

La secuencia de eventos citolégicos que concluyen con la formacién de un
espermatozoide maduro originado a partir de células precursoras, se conoce como
espermatogénesis. En la mayoria de los mamiferos, estos eventos se llevan a cabo
durante toda la vida reproductiva del macho. En algunas especies estacionales como la
cabra y oveja la espermatogénesis puede ser moderada por factores ambientales que se
traducen en sefiales hormonales que la estimulan o la inhiben (Hafez, y col., 1989; Knobil
y col., 1994).

A la espermatogénesis se puede dividir en tres fases: A) activacién de las células de
reserva por el proceso de mitosis; B) reduccion del niimero de cromosomas por meiosis. y
C) transformacion a células mas especializadas (Tortora y col., 1993).

Para que la espermatogénesis se desarrolle, se requiere que las células estén en un
medio especializado. Este medio iddneo, es proporcionado principalmente por un tipo de
células llamadas de Sertoli, dichas células forman parte de la denominada barrera
hemato-testicular y se localizan en el interior de los tubulos seminiferos. Las células
espermatogénicas cubren sus necesidades al permanecer en contacto con las células de
Sertoli y conforme se van desarrollando migran hacia la luz del tubulo seminifero (Tortora
y col., 1993; Knobil, Y col., 1994).

Los tubulos seminiferos estdn cubiertos con células inmaduras que se llaman
Espermatogonias (sperm = semilla, gonium = generacién) o células espermaticas.

Los primeros estudios sobre las espermatogonias fueron realizados por Regaud en 1901
quien definié dos tipos de espermatogonias en la rata, a una le llamo células “dusty” y a
las otras células “crusty”, en base a los diferentes patrones de su cromatina nuclear. Las
células “dusty” muestran un nicleo tefiido palidamente y con cromatina granular, por otro
lado las células “crusty” poseen un nucleo con granulos burdos y con cromatina que se

puede tefir intensamente y que se encuentra muy cerca de la membrana nuclear (Knobil y
col., 1994).

Allen en 1918, usé diferentes terminologias para llamar a las espermatogonias, el llamé

espermatogonia tipo A, a las células "dusty” y espermatogonia tipo B las células “crusty”.
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En la rata se han encontrado espermatogonias con caracteristicas nucleares intermedias
entre el tipo A y B. Subtipos similares pueden ser identificados en otras especies como
raton, carnero, toro y cobayo (Knobil y col., 1994).

Las espermatogonias contienen un numero cromosémico diploide (2n) y aun cuandec
existe heterogenicidad entre ellas se pueden distinguir tres subtipos de células, que se
conocen como: tipo A pélidas, tipo A obscuras y tipo B. Cada una presenta caracteristicas
diferentes en su cromatina nuclear que se pueden distinguir con tinciones especiales. Las
espermatogonias tipo A palidas permanecen relativamente indiferenciadas y capacitadas
para llevar acabo una divisién mitética intensa. Después de la division algunas células
hijas permaneceran indiferenciadas y sirven como reserva de células precursoras para
prevenir la disminucioén de la poblacién celular, dichas células permanecen cerca de la
membrana basal. Los dos tipos de espermatogonias tipo A tiene poco contacto con la
membrana basamental de los tubulos seminiferos y sus nucleos no muestran vacuolas
nucleares, sus nucledlos se encuentran situados en la periferia y estan formados de
nucleolema y una parte amorfa (Knobil, y col, 1994).

El resto de las células hijas se diferencian en espermatogonias tipo B, estas células van
perdiendo contacto con la membrana basal de los tibulos seminiferos, sufren ciertos
cambios en su desarrollo y al final forman los espermatocitos primarios (Tortora y col.,
1993).

Las espermatogonias tipo B tienen un mayor contacto con la membrana basamental y
contienen agregaciones de cromatina nuclear situada periféricamente. Debido a que sus
secciones no son prominentes, estas sélo son visualizadas por microscopia de alta
resolucion. El nucléolo de estas células se encuentra situado en el centro y esta formado
de nucleolema y una parte amorfa. Las mitocondrias estan dispersas individualmente en
el citoplasma, con una aparente desaparicion de! material mitocondrial que si se observa
en las espermatogonias tipo A aunque este material vuelve a ser visible en los
espermatocitos primarios, también se ha observado escaso material de reticulo
endoplasmico liso y rugoso, aunque no hay muchas diferencias con el de las
espermatogonias A (Knobil y col., 1994).



ESPERMATOCITOS.

Las células en espermatogénesis que se encuentran en el proceso de meiosis son los
espermatocitos primarios y secundarios. El término espermatocito fue usado por primera
vez por Von La Valette (Clermont, 1960). al designar asi a células que previamente habian
sido llamadas células de crecimiento por otros investigadores

Los espermatocitos primarios son diploides (2n) al igual que las espermatogonias. Se cree
que las espermatogonias tipo A oscuras son células de reserva, que se activan solo en
caso de que las células tipo A palidas disminuyan en forma considerable.

Cada espermatocito primario crece antes de dividirse. Posteriormente se lleva acabo el
evento conocido como meiosis (Hafez y col., 1989).

El proceso de la meiosis consta de dos divisiones nucleares y celulares a las que se llama
primera y segunda division meidticas, o simplemente meiosis | y meiosis Il. Cada una de
dichas divisiones incluyen las siguientes etapas: profase, metafase, anafase y telofase.
Durante la primera division meiética, los miembros de cada par de cromosomas
homélogos se separan y distribuyen entre las células formadas. En la segunda divisién
meiética, las cromatidas que integran cada cromosoma se separan y distribuyen entre las
células hijas (Tortora y col., 1993).

En la primera division, el acido desoxirribonucleico ya se encuentra duplicado, se
condensa la cromatina, se forman los 46 cromosomas en el caso de la especie humana
(cada uno con sus dos cromatidas) y se mueven hacia el plano ecuatorial del nucleo.
Forman una linea por medio de pares homologos de cromosomas, de tal manera que hay
23 pares duplicados en el centro del nicleo. Este apareamiento de pares homdlogos se
llama sinapsis. Las cuatro cromatidas de cada par homélogo se asocian una con otra para
formar una tétrada. En la tétrada se pueden intercambiar porciones de cromatidas con
porciones de otra. Este proceso se llama entrecruzamiento y permite un intercambio entre
cromatidas, lo que origina recombinacion de genes. De esta manera se producen
espermatozoides genéticamente diferentes unos de otros y diferentes también a las
células que los produjo, esta es la razén de la gran variacién de caracteristicas entre los
humanos y otras especies. Posteriormente, se forma el huso meiético y los microtubulos
cromosémicos que se producen en los centromeros de los cromosomas apareados se
extienden hacia los polos de la célula. Conforme se separan los pares de cromosomas, un

miembro de cada par migra hacia el polo opuesto del nucleo en divisién. La disposicién al
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azar de los pares cromosomicos en el huso, es otra razén para que se presente la
variacion de caracteristicas entre individuos de la misma especie. Las células que se
forman en la primera divisién nuclear (division de reduccién) se llaman espermatocitos
secundarios. Cada célula tiene 23 cromosomas, el nimero haploide. Sin embargo, cada
cromosoma del espermatocito secundario esta formado de dos cromatidas. Ademas, los
genes de los cromosomas de los espermatocitos secundarios se pueden reacomodar
como consecuencia del fendmeno de entrecruzamiento (Tortora y col., 1993).

La segunda divisién de la meiosis se conoce como divisién ecuatorial. En esta no hay
duplicacion del acido desoxirribonucleico. Los cromosomas (cada uno compuesto de dos
cromatidas) estan dispuestos en una sola fila alrededor del plano ecuatorial y las
cromatidas de cada cromosoma se separan una de ofra. Las células que se forman en la
division ecuatorial se llaman espermatidas. Cada una contiene 23 cromatidas 6 23
cromosomas haploides. Por lo tanto cada espermatocito primario produce cuatro
espermatidas por medio de la meiosis (division de reduccién y divisidon ecuatorial). Las
espermatidas se encuentran cerca de la luz de los tibulos seminiferos (Tortora y col.,
1993).

2.- ESPERMIOGENESIS.

La transformacién de espermatidas en espermatozoides involucra una compleja
secuencia de eventos que constituyen la espermiogénesis. En este proceso no hay
division celular, el proceso es un cambio en el cual una célula se convierte en una
estructura altamente organizada con capacidad de movimiento. La mayoria de los
procesos de los que se compone la espermiogénesis estdn presentes en todas las
especies, pero hay detalles que difieren entre especies. Hay factores genéticos que
determinan las caracteristicas morfolégicas de los diferentes espermatozoides. Los
cambios principales que ocurren durante la espermiogénesis son: la formacion del
acrosoma, cambios nucleares, desarrollo del flagelo, reorganizacion del citoplasma y
organelos, y finaimente se da el proceso de espermiacion (Tortora y col., 1993).

Las espermatidas son células esféricas de tamafo pequefio, que se encuentran en la
parte luminal del epitelio seminifero. Tienen un nicleo redondo situado en el centro de la

célula, poseen un complejo de Golgi bien desarroliado y centriolos adyacentes. Las



mitocondrias se encuentran dispersas por la periferia de la membrana plasmatica (Knobil
y col., 1994).

El acrosoma es una estructura que surge del aparato de Golgi, esto se establecio a
principios de siglo por Bowen a partir de los estudios realizados en mamiferos y otras
clases de animales. Gatenby y Beams (Knobil y col., 1994), identificaron granulos
proacrosdémicos en el complejo de Golgi de espermatocitos primarios, aunque esto no
esta del todo esclarecido, lo cierto es que estos granulos son trasmitidos a las células
hijas y es probable que representen una proteina secretora que esta compactada en el
complejo de Golgi. Algunos investigadores sugieren que granulos similares son
elaborados en el aparato de Golgi de espermatidas recientemente formadas (Knobil y col.,
1994; Tortora y col., 1993).

Durante la espermatogénesis se da la formacién de granulos proacrosémicos dentro del
aparato de Golgi, los cuales se fusionan en uno solo que se une a la cubierta nuclear,
ademas se inicia la formacion de la cola del espermatozoide en el extremo opuesto al de
la adhesion del granulo acrosémico. El centriolo proximal se acerca al nucleo, en donde
se especula que forma una base para la union entre la cola y la cabeza (Tortora y col,,
1993). ' o

Posteriormente el granulo acrosémico se extiende adherido a la superficie del nucleo de la
espermdtida, posteriormente se cubre por una delgada membrana de doble pared que se
adhiere estrechamente a la envoltura nuclear. Los componentes axonémicos del flagelo
la cola en desarrollo, formados por el centriolo distal, se alargan mas alla de la periferia
del citoplasma celular (Knobil y col., 1994; Tortora y col. 1993).

Después de estos eventos se presentan cambios importantes en el nucleo, acrosoma y
flagelo de las espermatidas, que facilitan la rotacion de cada espermatida, de tal manera
que el acrosoma se dirige hacia la base o pared externa del tabulo seminifero y la cola
hacia la luz. Los cambios nucleares comprenden la condensacién de la cromatina en
granulos densos y la transformaciéon del ntcleo esferoide en alargado y aplanado. El
acrosoma unido al nucleo también se condensa y se alarga. Los cambios morfolégicos
son ligeramente diferentes en cada especie y de este modo dan origen a espermatozoides
caracteristicos de cada especie (Knobil y col., 1994).

Los cambios en la morfologia nuclear se acompafan del desplazamiento de citoplasma

hacia la parte caudal del nucleo, mismo que rodea la porcién proximal de la cola en
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desarrolio. Dentro de este citoplasma, los microtabulos se asocian y forman una vaina
cilindrica temporal, misma que se proyecta hacia la parte posterior desde el borde caudal
del acrosoma, en donde rodea al axonema. Dentro de la vaina cilindrica, una estructura
citoplasmica especializada, llamada cuerpo cromatoide, se condensa alrededor del
axonema y da lugar a una estructura anular llamada anillo (Knobil y col., 1994).

E! anillo primero se forma cerca del centriolo proximal y después, durante el desarrollo
subsecuente, se traslada a lo largo de la cola. Las mitocondrias previamente distribuidas
en todo el citoplasma de la espermatida, empiezan a concentrarse cerca del axonema y
forman la vaina que caracteriza a la pieza media de la cola.

Dentro del nucleo los granulos de cromatina forman un material homogéneo, que llena
todo el nucleo del espermatozoide (knobil y col., 1994).

Posteriormente se forman vainas fibrosas y las nueve fibras gruesas que cubren el
axonema, Las fibras gruesas parecen asociarse en forma individual con los nueve pares
de microtubulos del axonema y se contintian con las columnas en el cuello de la pieza de
conexion de la espermatida. La vaina fibrosa cubre al axonema desde el cuello hasta el
principio de la pieza terminal. El anillo se desplaza distalmente desde su posicidon
adyacente al nucleo y a lo largo de la cola hasta llegar a un punto donde se separa la
pieza media de la pieza principal de la cola. Las mitocondrias se unen y forman la vaina
continua que se extiende desde el cuello hasta el anillo (Knobil y col., 1994; Tortora y col.,
1993).

Durante las Ultimas etapas de la espermiogénesis, el manguito desaparece al mismo
tiempo la célula de Sertoli contribuye en la formacién del citoplasma restante después la
espermatida se alarga en un tubulo esferoide llamado cuerpo residual. Este l6bulo de
citoplasma permanece conectado con otros cuerpos residuales por medio de puentes
resultantes de la division incompleta de células germinales durante la espermatogénesis.
La formacién del cuerpo residual, completa la maduracién final y las espermatidas
alargadas estan listas para liberarse como espermatozoides.

3.- ESPERMIACION.
La liberacion de los espermatozoides en la luz de los tdbulos seminiferos se denomina
espermiacién. Las espermatidas alargadas orientadas en direccion perpendicular a la

pared tubular, son enviadas a la luz del tibuio en forma paulatina. En el epitelio de los
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tubulos queda incluido citoplasma residual a través del cual estan conectados grandes
grupos de espermatozoides por medio de puentes intercelulares El rompimiento del tailo
da por resultado la formacién de la gota citoplasmica en el cuello del espermatozoide
liberado (gota proximal) y la retencién de cuerpos residuales interconectados. La siguiente
liberacion de espermatozoides hace que los cuerpos residuales se dispongan
rapidamente cerca de las células de Sertoli. Estas células aparentemente ayudan en el
reciclaje de componentes protoplasmicos. Las células de Sertoli no solo fagocitan los
cuerpos residuales restantes del proceso de la espermatogénesis sino que también
eliminan un numero considerable de células germinales degeneradas. Dado que la
espermatgénesisi es relativamente ineficiente, gran nimero de células espermaticas
degeneran antes de convertirse en espermatozoides (Knobil y col., 1994).

Los diferentes tipos de células que se hallan dentro de un tibulo seminifero cortado
transversalmente, forman asociaciones celulares bien definidas que sufren cambios
ciclicos. Se han identificado 14 tipos de asociaciones o estadios celulares en algunas
especies; en el humano solo se han identificado seis (Clermont, 1963). En el toro se han
descrito 12 estadios del ciclo (Hafez y col., 1989). Un ciclo completo, determinado por el
tiempo de los estadios, llamado ciclo del epitelio seminifero, se define como “una serie de
cambios en una area dada del epitelio seminifero entre dos asociaciones celulares o
estadios”. Los pasos de la espermatogénesis sirven para clasificar los diferentes estadios
del ciclo. E} tiempo necesario para completar un ciclo del epitelio seminifero varia segun
las diferentes especies, por ejemplo en el cerdo tarda nueve dias; en el carnero diez; en el
caballo doce y en el toro catorce dias (Hafez y col., 1988).

4.- MODIFICACIONES DE LA MEMBRANA PLASMATICA DEL ESPERMATOZOIDE
DURANTE LA MADURACION EPIDIDIMARIA

Cuando los espermatozoides son liberados de los tdbulos seminiferos, son aun
inmaduros, incapaces de moverse y aun no tienen la propiedad de fertilizar al ovocito. Los
espermatozoides adquieren estas propiedades al pasar por el epididimo, en el cual se
presentan cambios substanciales en cuanto a su funcién, composicién y organizacion. Los
cambios funcionales ocurren en su proceso metabdlico que favorece la actividad flagelar y
la capacidad de unién con la zona pellicida. Los cambios en la composicion y

organizaciéon de los componentes de la membrana plasmatica ocurren para favorecer la
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funcionalidad de la misma. Esto se ve reflejado por variaciones a nivel de superficie, por
union de lectinas, distribucién de particulas intramembranales, fluidez de la membrana,
composicién lipidica, composicién proteica y anticuerpos unidos a la superficie del
espermatozoide (Knobil y col., 1994).

Los principales cambios que se presentan en la superficie del espermatozoide durante la
maduracion epididimaria son: un incremento en la carga neta negativa en la superficie del
espermatozoide, asi en los espermatozoides obtenidos de cola de epididimo la carga
negativa es mayor que la de obtenidos de la cabeza, en diferentes especies (Bedford,
1963, Bedford y col., 1973; Moore, 1979).

Las modificaciones en la cantidad de sacaridos y glicoproteinas en la superficie de los
espermatozoides son probablemente las causas que originan dichos cambios en la carga
neta superficial. Otro cambio importante es el aumento en la cantidad de &cido sialico
(Cooper y col., 1971; Yanagimachi y col., 1972. Algunos de los métodos utilizados para
estudiar los cambios en la superficie de la membrana son: las tinciones con hierro coloidal
y la actividad de neuroaminidasa (Yanagimachi y col., 1972; Lépez y col., 1987). Los
estudios con lectinas proporcionan informacion sobre los cambios en las concentraciones
de disacaridos sobre la superficie espermatica durante la maduracién del espermatozoide.
Durante la maduracién epididimaria se producen cambios importantes en el contenido
lipidico de los espermatozoides. En general el contenido de lipidos como el colesterol en
el espermatozoide disminuye durante la maduracién epididimaria, esto ha sido reportado
en cerdo, toro, carnero, cobayo, y rata (Dawson y col., 1964, Aveldano y col., 1992), la
proporcion  colesterolffosfolipidos y las concentraciones de fosfatidilserina,
fosfatidiletanolamina, cardiolipina, etanolamina y plasmalégeno disminuyen en
espermatozoides de carnero (Quinn y col., 1967). Sin embargo, en espermatozoides de
humano ocurren incrementos en la cantidad de esteroides sulfoconjugados (Lalumiere y
col., 1976). Los acidos grasos insaturados disminuyen en los espermatozoides de carnero
(Scott, 1967). Con membranas plasmaticas de espermatozoides de cerdo se comprobd
que la cantidad de lipidos disminuye durante la maduracion epididimaria (Evans y col.,
1980). Aunque hay una disminucion de colesterol, la relacion en la proporcién de
colesterot / fosfolipidos no cambia significativamente. Hay también una disminucion en la
concentracién de fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol ademas de un incremento en

demosterol, sulfato de colesterol, fosfatidiicolina y polifosfoinositidos. Se observd ademas
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una disminucién en el nivel de acidos grasos y un aumento en diacilglicerol, pero no
cambia el grado de saturacién de los acidos grasos. La membrana plasmatica de la regién
anterior de la cabeza del espermatozoide, es particularmente rica en etanolamina y
fosfoglicerolcolina (Parks y col., 1985). La cantidad de demosterol y etanolamina en esta
regibn de la membrana plasmatica disminuye, sin embargo la relacién
colesterol/fosfolipidos aumenta durante la maduracioén epididimaria.

Los cambios en la cantidad y composicion de lipidos en la membrana plasmatica del
espermatozoide durante la maduracion en el epididimo podrian explicar el porque un
espermatozoide eyaculado es mas sensible al cambio térmico que uno obtenido de
testiculo (Hammerstedt y col., 1979). También se ha observado una disminucion en la
fluidez de la membrana.

4.1.- CAMBIOS EN LA COMPOSICION PROTEICA.

La membrana plasmatica del espermatozoide cambia en cuanto a composicion de
proteinas durante su maduracién en el epididimo (Knobil y col.,1994). Estos cambios
pueden ser la adicion de componentes nuevos a la superficie del espermatozoide,
madificacién de componentes preexistentes o pérdida de elementos de la superficie de la
membrana. Estos han sido identificados haciendo uso de pruebas bioquimicas, para
identificar dichas substancias, también se han usado anticuerpos especificos para
diferentes componentes de la superficie de la membrana. Los cambios en las
glicoproteinas son probablemente las principales causas de cambios en la superficie de la
membrana plasmatica del espermatozoide durante la maduracién epididimaria.

Nuevos componentes que aparecen en la superficie del espermatozoide han sido
detectados usando estudios bioquimicos como el marcaje vectorial de espermatozoides
de diferentes regiones del epididimo. Por ejemplo con galactosa oxidasa y borohidrato de
tritio pueden detectar residuos de D-glucosa y n-acetil-D-galactosamina. Glicoproteinas de
37,000 daltons han sido detectadas en espermatozoides de cola pero no en los de cuerpo
de epididimo de rata (Olson y col., 1978). Resultados similares han sido observados con
iodina y lactoperoxidasa, usados para detectar residuos de tirosina (Olson y col., 1981).
En otros estudios, usando técnicas similares se encontré un aumento en la cantidad de
las glicoproteinas con peso melecular de 31,000 a 37,000 daltons (Knobil y col., 1994).
Cambios en las proteinas de superficie del espermatozoide durante la maduracion han

13



sido detectadas por electroforesis en geles de poliacrilamida en ratén, rata, carnero, toro y
conejo (Knobil y col., 1994).

5.- MODIFICACIONES DE LA MEMBRANA PLASMATICA DEL ESPERMATOZOIDE
DURANTE LA EYACULACION.

Otras alteraciones en la membrana plasmatica del espermatozoide pueden ser originadas
por el proceso de eyaculacion 6 también cuando el espermatozoide se transporta por el
tracto reproductor femenino. Algunos de los cambios que ocurren en la superficie del
espermatozoide como resultado de la eyaculacién han sido detectados por el uso de
lectinas, las cuales tienen afinidad especifica por algunos glicolipidos de membrana.
También se ha encontrado que antigenos de grupos sanguineos (Edwards y col., 1964),
antigenos de histocompatibilidad (Kerek y col., 1973) y factores de inmunosupresién, se
pegan al espermatozoide durante la eyaculacién. Los espermatozoides también pueden
ser cubiertos con proteinas producidas por glandulas accesorias y presentes en el plasma
seminal. Por ejemplo, los espermatozoides de humano adquieren lactoferrina (Hekman y
col., 1969), ferrisplan (Koyama y col, 1983), asi como proteinas de 140,000 daltons
durante la eyaculacion. En el conejo se han encontrado proteinas de 20,000 daltons en el
eyaculado pero no en espermatozoides de epididimo (Oliphant y col., 1979). En el toro se
han encontrado proteinas de 25,000 y 14,000 daltons unidas a espermatozoides
eyaculados (Vierla y col., 1980).

Durante la eyaculaciéon una transglutaminasa dependiente de calcio producida por la
prostata, puede modificar la unién de proteinas producidas por la vesicula seminal a la
superficie del espermatozoide (Paonessa y col., 1984).

6.- ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL ESPERMATOZOIDE.

Los espermatozoides de mamiferos estan formados principalmente por tres
componentes, la cabeza, y el flagelo, los cuales estan unidos por un cuello o pieza media.
La cabeza esta conformada por un acrosoma, un nucleo y por estructuras del
citoesqueleto y del citoplasma. El acrosoma se encuentra en la parte anterior del nucleo,
esta rodeado por una membrana y contiene enzimas hidroliticas. El nucleo del
espermatozoide contiene solo un miembro de cada par de cromosomas, y la cromatina se

encuentra altamente condensada. El flagelo contiene un axonema central, el cual esta
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rodeado por una capa gruesa de fibras extendidas desde la parte posterior de la cabeza
hasta el final de la cola. A de mas la parte anterior del flagelo contiene mitocondrias en
vueltas en una densa capa de fibras y la parte posterior del tallo contiene una vaina
fibrosa rodeada por otra capa de fibra. Tanto la vaina fibrosa como la densa capa de
fibras constituyen el citoesqueleto del flagelo. Tanto el flagelo como la cabeza estan
cubiertos totalmente por la membrana plasmatica y pequenas cantidades de citoplasma.
Aunque en general todos los animales mamiferos presentan similitudes en la anatomia del
espermatozoide, existen también sus diferencias las cuales son especie especificas como
son el tamario y forma de la cabeza 6 el largo y ancho de los componentes del flagelo
(Knobil y col., 1994).

Las caracteristicas de las estructuras especializadas del espermatozoide, son el reflejo de
sus actividades funcionales (Knobil y col., 1994; Tortora y col., 1993).

El acrosoma contiene enzimas esenciales para la fertilizacion y el flagelo contiene la
fuente de energia y la maquinaria necesaria para producir movilidad. La funciéon de estas
estructuras es asegurar que el material genético contenido en el nlcleo del
espermatozoide se transfiera al ovocito y para asegurar que de la combinacion del

contenido nuclear de ambos gametos se produzca un zigoto (Knobil y col., 1994).

6.1.- MEMBRANA PLASMATICA.

Todas las membranas biolégicas, inciuidas la membrana plasmatica y las membranas
internas de las células eucariéntes, tienen una estructura general comun: se trata de
agrupaciones de moléculas lipidicas y proteicas, unidas por interacciones no covalentes.
Las moléculas lipidicas estan dispuestas en forma de una doble capa continua de 4-5 nm
de grosor. Esta bicapa lipidica constituye la estructura basica de la membrana y actia de
barrera relativamente impermeable al flujo de la mayoria de moléculas hidrosolubles. Las
moléculas proteicas estan incluidas en la bicapa lipidica y median las diversas funciones
de la membrana: algunas sirven para el transporte de moléculas especificas hacia el
interior y exterior de la célula; otras son enzimas que catalizan reacciones asociadas a la
membrana, al mismo tiempo, otras actian como estructuras entre el citoesqueleto de la
célula y la matriz extracelular y otras son receptores que reciben y traducen las sefales

quimicas procedentes del entorno de la célula.
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Todas las membranas celulares son estructuras fluidas, dindmicas: la mayoria de sus
moléculas lipidicas y proteicas pueden desplazarse con rapidez por el plano de la
membrana. Ademas, las membranas son estructuras asimétricas: La composicién lipidica
y proteica de sus dos caras se diferencia de manera que refleja las diferentes funciones

realizadas por las dos superficies (Kuypers y col., 1996).

6.1.1.- MEMBRANA PLASMATICA DEL ESPERMATOZOIDE.

La membrana plasmatica del espermatozoide se caracteriza por estar subdividida en
regiones bien delineadas denominadas dominios que difieren en composicion y funcion.
La naturaleza heterogénea de la superficie del espermatozoide ha sido demostrada por
estudios en los que se han detectado cambios en la superficie, mediante uniones de
lectinas a carbohidratos de la membrana, patrones por congelacién de fractura y por union
a anticuerpos a proteinas o carbohidratos. La evidencia de que la organizacion y
composicion de la membrana plasmatica varia entre diferentes regiones de la superficie
del espermatozoide rebasa el concepto de que el espermatozoide es un mosaico de
dominios restringidos que reflejan las funciones especializadas de la superficie y
componentes citoplasmicos del espermatozoide. EL mayor de los dominios de la
membrana plasmatica en la cabeza del espermatozoide de la mayoria de los mamiferos
esta en la region acrosomal (anterior a la cabeza) y en la regiéon postacrosomal (posterior
a la cabeza). La membrana plasmatica de la regién acrosomal puede ser subdividida en
1.- segmento marginal (segmento apical, banda anterior y/o aro periférico) dominio que se
encuentra anterior al margen del acrosoma, 2.-el segmento principal (segmento
acrosomal)} dominio localizado por encima de la mayor porcidon del acrosoma y 3.- el
segmento ecuatorial (acrosoma posterior) dominio ubicado encima de la parte posterior
del acrosoma. Los dominios marginal y segmento principal, a menudo son referidos como
acrosoma anterior o0 como capa anterior. Estos dos dominios estan separados por una
media luna central en el caso de espermatozoides de cobayo y posiblemente de otras
especies (Knobil y col., 1994).

La regidn postacrosomal (cabeza posterior, segmento postacrosomal). Este dominio
comprende la membrana plasmatica entre el margen posterior del acrosoma y el cuelio. El
segmento marginal y el segmento principal son dominios de la capa acrosomal de

espermatozoides de cobayos y posiblemente de otras especies, esta separado por una
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media luna central. El margen entre la region acrosomal y postacrosomal puede estar
delimitada por el aro subacrosomal. El cual une la cabeza del espermatozoide con ei
margen posterior del segmento ecuatorial.

El aro posterior (aro nuclear) es la unién entre la cabeza y el tallo. La membrana
plasmatica del flagelo esta separada por la pieza media dominio que contiene una vaina
de mitocondrias y el tallo posterior (pieza principal, tallo distal). Estos dominios estan
separados por un anuius, un aro de fibras que son componentes del citoesqueleto del
flagelo y parece estar adherido a la superficie interna de la membrana plasmatica (Knobil
y col., 1994).

La membrana plasmatica del espermatozoide esta compuesta de colesterol, glicolipidos,
contiene también altas cantidades de plasmaldégenos, fosfolipidos y otros lipidos de
cadena alifatica poliinsaturada. Los fosfolipidos ocupan las dos terceras partes del total de
los componentes lipidicos de la membrana plasmatica de espermatozoides de cerdo. La
fosfatidilcolina ocupa las dos terceras partes de los fosfolipidos de la membrana
plasmatica de la parte anterior de la cabeza del espermatozoide de carnero. Los
esteroides son los segundos lipidos mas abundantes con una relacion molar de
colesterol/fosfolipidos de aproximadamente 0.12. Estudios realizados con fractura por
congelacion muestran que la cantidad de esterol en la parte anterior del acrosoma es 4
veces mas que la encontrada en la regién postacrosomal en los espermatozoides de
cobayo y de toro. La regiéon postacrosoma contiene pocos esteroles o lipidos anionicos en
el espermatozoide de cobayo, aunque el poco citoplasma de la pieza media es
probablemente rico en ambos. Ademas el sulfato de colesterol es una pequefa parte del
estero total pero es un componente mayor de la membrana plasmatica sobre el acrosoma
del espermatozoide humano (Knobil y col., 1994).

La mayoria de los glicolipidos en los espermatozoides y de las células espermatogénicas
es el sulfatogalactosilglicerolipido (SGG), el cual lo podemos encontrar también en
cerebro. El SGG esta presente tanto en tallo como en cabeza de espermatozoides. Un
anticuerpo monoclonal de SGG reacciona con el segmento ecuatorial y pieza media del
espermatozoide vivo.

La relacion fosfolipidos proteina es de 0.68 en base al peso de la membrana plasmatica
del espermatozoide de cerdo, sugiriendo que la cantidad de proteinas y lipidos en la

membrana es aproximadamente la misma. Aunque es posible que la relacién
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proteinallipidos en varios dominios de la membrana plasmatica del espermatozoide sea
diferente. Ademas, los cambios que ocurren en la membrana durante ta maduracién y
capacitacion del espermatozoide podrian tener efectos substanciales en su composicion
sobre todo en los diferentes dominios que contiene (Knobil y col., 1994).

6.1.2.- ASIMETRIA DE LA MEMBRANA PLASMATICA.

En la membrana plasmatica la composicién lipidica de las dos mitades de la bicapa
lipidica es marcadamente diferente. En la membrana del glébulo rojo humano, la mayoria
de las moléculas lipidicas que contienen colina se encuentran en la mitad exterior de la
bicapa lipidica, mientras que la mayoria de los fosfolipidos que contienen un grupo amino
primario terminal, se hallan en la mitad interior. Puesto que las primeras presentan mas
cadenas hidrocarbonadas saturadas que las segundas, la asimetria en la distribucion de
los grupos de la cabeza esta acompafiada por una asimetria en la distribucién de las colas
hidrocarbonadas. Ademas la fosfatidilserina, de carga negativa, esta localizada en la
mitad interior. Por consiguiente, existe una importante diferencia de carga entre las dos
capas (Tompson, 1978).

Las moléculas lipidicas que presentan la asimetria mas marcada y constante, en cuanto a
su distribuciéon en la membrana plasmatica de las células animales, pertenece a una clase
de lipidos denominada glicolipidos, que contiene oligosacaridos. Estas moléculas
tnicamente se encuentran en la mitad exterior de ia bicapa, y sus grupos azicar quedan
al descubierto en la superficie de la célula.

La formacién y mantenimiento de la asimetria de las membranas biolégicas es importante
para sus funciones y por lo tanto para el mantenimiento de la célula (Herrman y col., 1991;
Opden y col., 1979; Tompson, 1978). Los componentes estructurales de las bicapas se
encuentran en equilibric. Dicho equilibrio es un balance de dos mecanismos. Primero
todos los fosfolipidos difunden pasivamente a través de la bicapa, a una velocidad
relativamente baja. Segundo los amino fosfolipidos son transportados activamente de la
cara externa de la membrana hacia la cara interna por la accién de una enzima
denominada translocasa de aminofosfolipidos dependiente de (ATP) y Mg® la cual
mantiene el equilibrio de la membrana. Estudios reportados en eritrocitos han podido
demostrar que los aminofosfolipidos son transportados desde la cara externa hasta la

cara interna de la membrana por la aminofosfolipido translocasa, y que este movimiento
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es responsable de la distribucién asimétrica de los fosfolipidos en los eritrocitos, asi como
en la membrana de otras células eucariontes (Devaux, 1990; Schroit y col., 1991). Cuando
en la lamina externa de la bicapa aparece la fosfatidil serina, esta es rapidamente
devuelta hacia la lamina interior por la translocasa de amino fosfolipides (Kuypers y col,,
1996). La aminofosfolipido translocasa es bloqueada por vanadato o cualquier inhibidor de
ATP (Backer y col., 1987).

E! movimiento de la cara externa hacia la cara interna de la membrana se denomina “flip”
y el movimiento de los fosfolipidos de la cara interna hacia la externa se denomina “flop”
(Kuypers y col., 1996).

Bajo la mayoria de las condiciones el mecanismo de “flip-flop” es extraordinariamente bajo
sobre un intervalo de horas o semanas (Homan y col., 1988; Kornberg y col., 1971). El
cambio de proteinas terminales del exterior al interior de Ja membrana se han encontrado
que catalizan el paso de algunos fosfolipidos de una lamina a la otra por flip-flop, tanto
dependientes de ATP y como independientes de ATP en un tiempo menor a 5 minutos
(Deleke y col., 1985; Deveraux y col., 1990; Seigneuret y col.,, 1984). La asimétrica
distribucién de los fosfolipidos de la membrana puede ser explicada en base a una
asimétrica distribucién de cargas en las proteinas de membrana (Hubbell, 1990).

Asi como las translocasas, también se ha propuesto la existencia de otras proteinas que
regulan la distribucién asimétrica de los fosfolipidos de las membranas y son las “flipasas”
mecanismos que regulan una rapida translocacion de fosfolipidos por el movimiento de
flip-flop (Schneider y col, 1986).

La baja presencia de “flip-flop” de fosfolipidos puede ser incrementada significativamente
por la incorporacién de antibidticos como anfotericin B que forma canales (Schneider y
col., 1986).

Algunas enfermedades como la anemia y algunas causadas por virus, asi como la muerte
celular por apoptosis pueden inducir el movimientos de “flip-flop” en la membrana
plasmatica, lo cual produce pérdida de la asimetria membranal, presentando
fosfatidilserina en la cara externa de la membrana cuando normalmente sélo esta en la
cara interna (Farge, 1995). Este movimiento de “flip-flop”, puede ser detectado haciendo
uso de Anexina V-FICT, una proteina con afinidad a la fosfatidilseriana y la cual esta unida

a un fluorocromo, que puede ser detectado por citometria de flujo.
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Los iones de calcio juegan un importante papeil en algunos procesos fisioldgicos por su
habilidad para regular la estructura y funcién de las membranas celulares (Comar y col,,
1969) y por sus acciones en algunas vias metabdlicas, particularmente aqueilas
involucradas en los procesos de contractibilidad y metabolismo energético.

Es conocido que el incremento de la concentracién del Ca?* citosodlico, inducido por el
ionoforo A-23187, o por incorporacién de Ca?" al medio, produce una distribucion al azar
de los lipidos de la membrana (Suipice y col., 1994;. Williamson y col., 1985 y Williamson
y col, 1992). El desorden que se produce en la membrana ocasiona pérdida de la
asimetria de los fosfolipidos de la membrana y posteriormente la formacion de vesiculas.
La relacion entre vesiculacion y translocacién de fosfolipidos fue demostrado por
experimentos que mostraron espontaneos brotes y vesiculaciones en liposomas después
de que se les indujo redistribucién transmembranales de fosfolipidos (Farge y col., 1992).
Desde hace mucho tiempo se conoce que ciertos ionéforos como el A23187 son capaces
de unir y transportar cationes divalentes como el Ca® a través de barreras lipidicas,
incluyendo las membranas celulares (Case y col., 1974), posteriormente se demostré que
este ionédforo era capaz de incrementar el contenido de cAMP en células de la médula
dsea. En virtud de la conocida relaciéon del metabolismo del calcio con el CAMP, algunos
autores decidieron utilizar a este ionéforo como inductor de la capacitacion espermatica
(Reyes y col., 1978). Actualmente se sabe que, con el uso de A-23187 se induce la
reaccion acrosomal por un mecanismo regulatorio intracelular que produce un rapido y

masivo influjo de Ca** al interior del espermatozoide

6.2.- CABEZA DEL ESPERMATOZOIDE.

La cabeza del espermatozoide de mamifero contiene al nicleo y al acrosoma, esta
rodeada por moderada cantidades de citoesqueleto y citoplasma. El acrosoma esta
localizado en la parte anterior de la cabeza, en la parte posterior del acrosoma se
encuentra el nicleo. Los componentes del citoesqueleto se encuentran entre el espacio
del acrosoma y el nucleo y entre el acrosoma y la membrana plasmatica. Los
espermatozoides de la mayoria de las especies de mamiferos tienen la cabeza en forma
de espatula y el nucleo y acrosoma son usualmente estructuras simétricas, sin embargo
en algunas especies las extensiones del acrosoma se alargan perpendicularmente por el

plano liso de la cabeza del espermatozoide. Aunque los espermatozoides son uniformes
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en tamafio y forma, en algunas especies el tamano y forma de la cabeza varia por
ejemplo en espermatozoides humanos (Knobil y col.,1994).

NUCLEO DEL ESPERMATOZOIDE.

La cromatina del ntcleo del espermatozoide esta altamente condensada, y su volumen es
significativamente menor que el de las células somaticas. La organizacién, cantidad de
DNA y la composicion y arreglo de las nucleoproteinas son la caracteristica principal de
los nucleos de los espermatozoides (Ward y col., 1991). El proceso meiético que ocurre
durante la espermatogénesis resulta en la formacion de espermatozoides que contienen
Unicamente una copia de cada cromosoma (Células haploides).

La mayoria de las proteinas del nicleo que se asocian con el DNA de los
espermatozoides de mamiferos son las protaminas (Grimes, 1986). Estas proteinas son
relativamente pequeiias (27-65 amino acidos) y son ricas en arginina y cisteina. En los
ratones los RNAs mensajeros que codifican las protaminas son producidas en las
espermatidas, 10 que indica que las protaminas son producto del genoma haploide (Hecht
y col., 1986).

ENVOLTURA NUCLEAR.

El nicleo del espermatozoide esta rodeado por una envoltura inusual. La mayor parte del
nucleo no tiene poros y existe una separacién Unicamente de entre 7 y 10 nm entre la
membrana externa e interna de la envoltura nuclear. En otras células la separacion entre
estas dos membranas nucleares es de 40 a 60 nm. En la parte caudal de la cabeza se
encuentra el anillo posterior, en esta regiéon se encuentran abundante cantidad de poros,
los cuales presentan un patrén hexagonal de distribucion. Otra caracteristica de la
membrana ahora de la parte anterior de la envoltura nuclear es la gran riqueza en

particulas intramembranales distribuidas al azar (Stackpole y col., 1974).

LAMINA NUCLEAR.

La iamina nuclear es una malla de proteinas que rodea la envoltura nuclear y forma parte
de la red del esqueleto nuclear que se encuentra unida a la cromatina (Gerace col., 1984).
Hay cuatro proteinas que componen la lamina nuciear de células somaticas de
mamiferos: Proteina laminar A, B1, B2, y C. La proteina A es de 70,000 Daltons vy la
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lamina C de 60,000 Daltons son similares en cuanto a la composiciéon y secuencia de
aminodcidos, pero difieren en uno de los dominios terminales (Hoger y col., 1988). Sin
embargo las laminas B1 y B2 son codificadas por diferentes genes (Hoger y col., 1988).
Las diferentes laminas poseen una cierta homologia con proteinas de filamento
intermedio (Mckeon y col., 1986) y aparentemente pertenecen a alguna familia de
proteinas estructurales.

Estudios inmunohistoquimicos y de Western blot dan resultados contradictorios entre la
existencia de la lamina nuclear en el ratén (Stick y col., 1982). Sin embargo en estudios
bioguimicos se ha identificado una proteina de 60,000 Daltons presente en la matriz
nuclear de espermatozoides en paquiteno, en la lamina nuclear de espermatidas y en
espermatozoides maduros, esta proteina no se ha encontrado en la lamina nuclear de
otras células somaticas (Behal y col., 1987). Experimentos de Western blot y mapeo de
péptidos, sugieren que estas proteinas encontradas en las células germinales estan

relacionadas con las proteinas de la lamina B.

CITOESQUELETO DE LA CABEZA DEL ESPERMATOZOIDE.

La estructura del citoesqueleto esta localizado en tres regiones de la cabeza del
espermatozoide de mamiferos. El citoesqueleto subacrosomal, localizado entre el
acrosoma y el nucleo, El citoesqueleto postacrosomal esta entre el nlcleo y la membrana
plasmatica posterior del acrosoma y el citoesqueleto para-acrosomal estad presente entre
Ja punta anterior y la superficie convexa del acrosoma y la membrana plasmatica del

espermatozoide.

EL ACROSOMA.

El acrosoma se origina del aparato de Golgi en las espermatidas y contiene las enzimas
necesarias para que el espermatozoide pueda penetrar al interior del ovocito y consumar
fa fertilizacion. Esta estructura membranosa se encuentra situada en la parte anterior de la
cabeza del espermatozoide.

La estructura del acrosoma la componen: {a membrana acrosémica interna, membrana
acrosdmica externa y contenido acrosomal, la membrana acrosomal interna se encuentra
por encima de la parte anterior de la membrana nuclear. La membrana acrosomica

externa esta rodeada por la membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide. El
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acrosoma consiste de dos segmentos la capa acrosomal (acrosoma anterior) y el
segmento ecuatorial (acrosoma posterior), los nombres que reciben estas regiones
también las reciben algunos dominios de la membrana plasmatica. Durante la reaccion
acrosomal, la membrana plasmatica del espermatozoide se fusiona con la membrana
acrosémica externa formando vesiculas, y la mayoria del contenido acrosomal se
descarga. La membrana acrosomal interna y segmento ecuatorial se mantiene hasta la
fusion del espermatozoide con el ovocito, lo cual ocurre en la mayoria de las especies
(Knobil y col., 1994). La forma y tamafio del acrosoma varia de acuerdo con la especie,
asi como también difiere la distribucion y relativa prominencia de estos dos segmentos
(Fawcett, 1970).

El segmento ecuatorial forma una banda por encima del ecuador de la cabeza del
espermatozoide. El segmento ecuatorial puede cubrir la mayor parte de la superficie
lateral de la cabeza. La porcién de capa acrosomal que se extiende mas alla del margen
anterior del nucleo es el segmento marginal (segmento apical, banda anterior, anillo
periférico) y la porcion que se encuentra por encima del nicleo es el segmento principal
(segmento acrosomal). En el humano, mono, toro, cerdo, conejo y murciélago, el
acrosoma es relativamente pequefio y no se aprecia una extension mas alla del nucleo.
Sin embargo en el cobayo, chita y ardilla de campo, el acrosoma presenta un largo
segmento apical (Fawcett y col., 1969; Fawcett, 1970).

Por microscopia electronica se ha revelado que el segmento marginal del acrosoma
presenta una forma compleja. La forma del acrosoma es caracteristica de cada especie
(Fawcett, 1970). La forma final del acrosoma puede ser el resultado de la fuerza
extrinseca que ejercen los componentes del citoesqueleto en la espermatida y/o el
citoplasma de las células de Sertoli (Camatini y col., 1991) 6 por la fuerza intrinseca del
nucleo (Furukawa y col., 1993). Acrosomas de espermatozoide de chinchilla y cobayo
contintan teniendo diferenciacion morfoldgica aun después de la espermatogénesis y la
forma definitiva, no es alcanzada hasta que el espermatozoide llega a la porcién distal de
la cola del epididimo (Fawcett y col., 1969).

La membrana del acrosoma, en particular fa del segmento ecuatorial, contiene particulas
en forma de cristales, que dan una apariencia granular. Semejantes formas han sido
reportadas en el espermatozoide de humano, conejo, toro, ratén, rata, cobayo y de otros

mamiferos (Koehler, 1972). Aunque, la membrana acrosomal externa del acrosoma
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parece ser una estructura fragil, capaz de ser desplazada o desprendida durante la
reaccién acrosomal, también tiene una apariencia gruesa debido a una capa densa de
electrones en la superficie interior (Olson y col., 1985). Esta capa interior de la membrana
externa del acrosoma, ha sido aislada de espermatozoide de toro y se ha demostrado que
esta compuesta principalmente de tres glicoproteinas de un peso molecular de 290,000,
280,000 y 260,000, asi como también se han encontrado proteinas de 115,000, 81,000,
58,000 y 46,000 daltons (Olson y col., 1985). Lectinas unidas al interior de la superficie de
la membrana, como la WGA se une a los componentes de 46,000 daltons, lo cual sugiere
que las moléculas glicosiladas pueden ayudar a estabilizar la membrana y tener una
funcion en el proceso de fusion de la reaccion acrosomal (Olson y col., 1985).

La membrana acrosomal interna formada en las etapas tempranas de la espermatidas por
la fusién de los granulos proacrosomales, se mantiene junto con la membrana plasmatica
del espermatozoide durante la reaccion acrosomal. La membrana acrosémica externa se
caracteriza por ser muy resistente, en espermatozoide de ratén y de conejo se han
utilizado tratamientos quimicos vy fisicos como el uso de detergentes y sonificacién para
tratar de separarla (Thakkar y col., 1983). Sin embargo la membrana acrosdmica interna
de espermatozoides de cerdo es muy sensible a tratamientos con proteinasas (Russell y
col., 1979). En espermatozoides de hamster se ha encontrado que las lectinas se unen a
la superficie de la membrana acrosémica interna lo cual indica la presencia de

glicoproteinas (Schwarz y col., 19786).

CONTENIDO DEL ACROSOMA.

El acrosoma es el Unico organelo del espermatozoide que es requerido para la
fertilizacion en los mamiferos. Mdultiples enzimas estan presentes en el acrosoma,
incluyendo hidrolasas acidas, que comdnmente se encuentran en lisosomas y otras
enzimas especificas de la célula espermatica.

Algunas de las enzimas que se encuentran en el interior del acrosoma son: N-
acetilglucosaminidasa, Fosfatasa acida, Acrosina, Arilaminidasa, Arilsulfatasa A,
Aspartilaminidasa, Calpaina I, Catepsina-D- (semejante a Peptidasa), Colagenasa-
(semejante a Peptidasa), Esterasa no especifica,-Galactosidasa, Hialuronidasa,
Neuroaminidasa, Fosfolipasa A; fosfolipasas C y otras enzimas mas. Aunque se ha

descrito el acrosoma como un lisosoma especializado, el acrosoma también tiene
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caracteristicas de una vesicula secretora. Durante la reaccion acrosomal el contenido
acrosomal es liberado por una exocitosis mediada por calcio en respuesta a sefales
especificas. Después de la liberacion y activacion de las enzimas, el espermatozoide
penetra la zona pellcida que rodea al ovocito, un proceso que puede ser bloqueado por

proteasas inhibitorias (Muller y col., 1981).

El FLAGELO.

El flagelo del espermatozoide de mamifero consta de cuatro diferentes segmentos: la
pieza de conexién (cuello), pieza media, pieza principal y pieza final. Los componentes
estructurales principales del flagelo son el axonema, la vaina de mitocondrias, la fibra
densa exterior y la vaina fibrosa. El axonema esta compuesto de “9+2” tibulos complejos
que se extienden por todo lo largo del flagelo. La fibra densa exterior se encuentra
adyacente al axonema y se extiende por la parte posterior del cuello y la pieza principal.
En la pieza media se encuentran las mitocondrias y en la pieza principal se encuentra la
vaina fibrosa. Las mitocondrias se encuentran entre la membrana plasmatica y las densas
fibras exteriores de la pieza principal.

El flagelo proporciona la fuerza necesaria para que el espermatozoide alcance al ovocito y
lo pueda fecundar. Los diferentes elementos del flagelo generan una forma de dobles en
forma de ola que produce una fuerza de propagacion que va des de la base hasta la
punta. El espermatozoide humano tiene una longitud de aproximadamente 60 um de los
cuales corresponden 55 pm al flagelo. Sin embargo la longitud del flagelo varia con la
especie. El espermatozoide de conejo tiene una longitud de 46 um, el espermatozoide de
raton tiene 120 um, el de la rata tiene 190 um vy el espermatozoide de hamster tiene una
longitud de 250 um. El flagelo del espermatozoide humano es ancho, tiene un diametro de

1 um en el cuello.

7.- CAPACITACION ESPERMATICA.

La fertilizacion exitosa entre gametos es un mecanismo complejo que comprende una
serie de eventos regulados por receptores. Durante la década pasada, la aplicacion de
nuevas tecnologias en el campo de la biologia de la reproduccion, como el desarrollo de

anticuerpos monoclonales, analisis bioquimico de mecanismos reguladores de la célula y
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biologia molecular, han permitido la interpretacion de algunos de los eventos involucrados
en fertilizacion y de este modo permiten un mejor entendimiento de estos mecanismos.

En los mamiferos incluyendo al humano, los espermatozoides presentan una serie de
cambios antes de que ellos adquieran su capacidad de fertilizar. Estos cambios se
conocen como capacitacion y reaccion acrosomal. La capacitacion se presenta después
de la eyaculacién y ocurre fisioldgicamente en el tracto reproductor femenino. Puede ser
definida como una serie de cambios bioquimicos en la membrana plasmatica que
preparan al espermatozoide para la reaccién acrosomal (Austin, 1967). Durante la
capacitacién se presenta una remocién o alteracion gradual de glicoproteinas periféricas,
una redistribucion de glicoproteinas integrales, la reduccién de colesterol de la membrana,
y cambios en la distribucién y composicion de fosfolipidos (Yanagimachi,1988). El calcio
extracelular es requerido para completar la capacitacion, aunque también es requerido
para realizar la exocitosis acrosomal. La concentracion de calcio intracelular aumenta
durante la capacitacién mediada por una ATPasa dependiente de calcio (Fraser y col.,
1992). Una accién directa del calcio sobre la membrana es la de permitir la fusion entre la
membrana plasmatica con la membrana acrosomal externa y propicia la reaccion
acrosomal. El calcio causa una desestabilizacion sobre la membrana plasmatica y provoca
la formacién de intermediarios con capacidad de fusién (Chetham y col., 1990). En el
espermatozoide humano tambien se ha demostrado que el sulfato de colesterol es un
componente de la membrana plasmatica y se ha calculado que representa hasta un 20%
del area superficial del acrosoma (Langlais y col., 1981). Algunos de los sulfatos de
colesterol pueden ser removidos durante la capacitacion y de este modo proporcionar al
espermatozoide la capacidad de fusién El resto de sulfato de colesterol puede ser
neutralizado por el aumento en la concentracion de calcio, iniciando la reaccién
acrosomal.

Una vez finalizado el proceso de capacitacion, la reaccion acrosomal puede ser inducida
por medio del estimulo apropiado. In vivo, la capacitacién parece ser necesaria para que
el espermatozoide pueda pasar a través de las células del cumulus que rodean al ovocito.
El cumulus parece ser un filtro para seleccionar a los espermatozoides con capacidad de
fertilizar (Cummins y col., 1986; Saling, 1989; Storey y col., 1984). Después de pasar por
el cumulus el espermatozoide se une a la zona pellcida via receptores que se encuentran

en la membrana plasmatica por encima del acrosoma. Unicamente en algunas especies
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como raton y hamster el espermatozoide con acrosoma intacto y capacitado es capaz de
unirse a la zona pelucida (Saling y col., 1979), sin embargo en otras especies como el
conejo y el cobayo se ha demostrado que espermatozoides que previamente han
realizado la reaccion acrosomal son capaces de mantener la capacidad de unién por la
zona pelacida por varias horas (Fleming y col., 1982; Kuzan y col.,, 1984). Sobre el
espermatozoide humano existen reportes contradictorios (Morales y col., 1989; Singer y
col., 1985) La reaccion acrosomal representa un absoluto requerimiento para completar
exitosamente la fertilizacién. Unicamente los espermatozoides reaccionados son capaces
de pasar a través de la zona pelicida y subsecuentemente fusionarse con la membrana
plasmatica del ovocito y dar origen a un organismo. Ademas los espermatozoides que
presentan reaccion acrosomal prematura pierden el potencial fertilizante, los
espermatozoides que sufren la reaccién acrosomal antes de pasar por el cumulus son
incapaces de atravesarlo y por lo tanto de fecundar al ovocito (Cherr y col., 1986;
Cummins y col., 1986). Estas observaciones sugieren que existe un mecanismo de control
para asegurar la exitosa fertilizacién.

El espermatozoide que ha sido madurado en el epididimo es capaz de moverse
activamente, sin embargo ellos todavia no son capaces de fertilizar al ovocito. Ellos
adquieren esta propiedad después de haber permanecido en el tracto reproductor
femenino por un tiempo determinado y durante este lapso los componentes estructurales
del espermatozoide cambian, a este proceso se le conoce como capacitacion. El cual es
un proceso fisioldgico natural que le ocurre al espermatozoide de mamifero después de
haber sido eyaculado y que le da la capacidad fecundante.

En 1949, Noyes, Finkk y Rocke (Knobil y col., 1994) descubrieron que espermatozoides
de conejo recién eyaculados en la hembra, los cuales fueron colectados del tracto
reproductor femenino, eran incapaces de fertilizar a los ovocitos, mientras que aquellos
espermatozoides que permanecian en el oviducto de hembras por un tiempo de entre 4 y
8 hrs de almacenados si podian fertilizarlos. Sin embargo el descubrimiento de la
capacitacion se otorgd a los investigadores Chang y Austin en 1951-1955, al documentar
evidencias experimentales de la necesidad de la capacitacion en el conejo y rata. Chang
(1955), demuestra que cuando se recuperan espermatozoides de utero a las 6, 12 y 16
horas de haber fecundado a la hembra y posteriormente estos transferidos al oviducto de

otras hembras a las que se les indujo previamente ovulacién, obtenia un 38, 54,y 77% de
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los ovocitos fertilizados respectivamente (citado por Barros, 1974). Otras evidencias
presentadas por Adams y Chang (1962) indican que espermatozoides incubados en el
oviducto tardan entre 10 y 11 horas para capacitarse, sin embargo cuando estos son
depositados directamente en el Utero el tiempo necesario para la capacitacion disminuye,

lo cual indica que el Utero es el 6rgano mas apropiado para que se realice la capacitacion.

7.1.- FACTORES QUE PARTICIPAN EN LA CAPACITACION.

Desde hace 40 afios que se descubri6 la capacitacién hasta la fecha aun no se conocen
totalmente sus bases moleculares, esto como consecuencia de que existen varios
factores que participan en dicho proceso fisioldgico y a que no hay algin parametro que
sea producido durante la induccion de esta (Bedford, 1983; Meizel, 1985). Es importante
recalcar que durante la capacitacion se producen cambios estructurales importantes en el
espermatozoide, tales como la supresién de componentes superficiales que se adhieren al
espermatozoide al entrar en contacto con el plasma seminal, factor{es) decapacitante(s)
(Oliphant, 1979, Legault y col., 1979); disminucién de la carga neta superficial del
espermatozoide (Rosado y col., 1973), probablemente debida a la supresion de acido
sidlico (Rosado y col., 1973) y de algunos compuestos sulfatados (Legault y col., 1980);
cambios en la distribucién de carbohidratos superficiales, lo cual ha sido demostrado por
la fijacion de lectinas (Tesarik, 1986), cambios en la organizacion de particulas
intramembranales (Tesarik, 1986) probablemente debidas a cambios importantes en la
fluidez de la membrana plasmatica del espermatozoide (Mercado y col., 1974;
Friend,1984) cambios en la estructuraciéon de la membrana de la cabeza del
espermatozoide (Delgado y col., 1976). La totalidad de estos cambios se ven reflejados en
cambios fisiolégicos, de los cuales uno de los mas importantes es el aumento en la
permeabilidad de la membrana del espermatozoide a los iones de calcio ( Langlais y col.,
1985; Meizel, 1985), a los cuales parece ser normalmente impermeable (Clegg, 1983).
Puede considerarse que la capacitacién termina cuando las modificaciones estructurales
de las membranas acrosomales permiten iniciar los mecanismos de fusién membranal
que constituyen la reaccién acrosomal. Bedford en 1983, propuso que la reaccién
acrosomal no requiere ningun estimulo especifico, sino que, una vez que los

espermatozoides son capacitados, el proceso continuard dependiendo sélo del tiempo y
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de concentraciones adecuadas de calcio extracelular, hasta que se realice la reaccion
acrosomal.

Una vez depositado el semen en el tracto reproductivo este adquiere una mayor movilidad
y se dirige hacia el sitio de fecundacion (ampula).

El sitio donde el espermatozoide se capacitara depende del lugar donde se haya
depositado el semen. El semen que fue depositado en el utero, comienza e! proceso de
capacitacién en el mismo utero y se completa o termina en la parte baja del istmo. Sin
embargo las especies donde el semen se deposito en el fondo de la vagina la
capacitacién se inicia desde el mismo momento en que el espermatozoide entra en

contacto con el moco cervical y el uterino hasta llegar al istmo (Knobil y col., 1994).

MOVILIDAD.

En diferentes especies de mamiferos se han identificado cambios caracteristicos en la
movilidad espermatica asociados con la etapa final de la capacitacion y el disparo de la
reaccion acrosomal, tanto in vivo como in vitro: estos cambios en el patron de movilidad
se conocen genéricamente con el término de “hiperactivaciéon™. Proceso descrito por
primera vez en el hamster, y evidenciado en numerosas especies. Tras la capacitacion y
antes de comenzar la reaccioén acrosomal, los espermatozoides adquieren un movimiento
muy vigoroso, conocido con el término en inglés de “Wiplash Motitlity” (Movilidad tipo
latigo), caracterizado por un gran aumento en la frecuencia y en la amplitud de
movimientos del flagelo, lo que le proporciona un gran empuje para la penetracion a
través de la zona pelicida (Gafo y col., 1994). La importancia funcional de la
hiperactivacién puede incluir la regulacion del transporte espermatico en el oviducto y la
generaciéon de la fuerza requerida para la penetracion de la capa de células de la
granulosa y de la zona pelGcida en el ovocito.

La movilidad espermatica es considerada como uno de los parametros importantes en el
proceso de fertilizacién, ya que participa tanto en el transporte de los espermatozoides
hacia la region ampular de la trompa de falopio, asi como durante la interaccion de los
gametos y los eventos previos a la fusién de los mismos. El primer cambio en el patron de
movilidad que se observa in vitro después de la eyaculacién, coincide con la eliminacion
del plasma seminal y la suspencién de los espermatozoides en alguna solucion fisioldgica

o medio de cultivo. La capacitacion se puede realizar in vitro sin ninguna contribucion del
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tracto reproductor femenino. Para inducir la capacitacion se han utilizado fluido folicular,
suero sanguineo los cuales contiene substancias que pueden causar también la reaccién
acrosomal.

La naturaleza de los factores propios de la secreciones del aparato reproductor femenino
responsables del control de la capacitacion se ha estudiado en diferentes especies de
mamiferos, sin embargo aun no se conocen con exactitud. Se han propuesto algunas
moléculas como factores capacitantes o reguladores de la capacitacion in vitro como es
el caso de las siguientes enzimas: amilasa, glucuronidasa, acetil hexosaminidasa,
proteinasas, neuroaminidasas, aril sulfatasa, fucosidasa, anhidrasa carbonica, esteroide
sulfatasas); glicosamin glicanos; catecolaminas; hormonas esteroides (estradiol,
progesterona). proteinas (albumina, lipoproteinas); nucleotidos ciclicos (AMPc, GMPc);
aminoacidos (taurina, hipo taurina, histidina); sustratos y otras moléculas mas. Sin
embargo se ha demostrado que ninguna de estas substancias es indispensable para
capacitacién espermatica in vitro. ejemplo para el hamster es necesaria adicionar al
medio un factor de movilidad espermatica (SMF) el cual se ha relacionado con un
incremento en el tiempo de vida del esperma.

La capacitacion espermatica in vitro en el bovino es facilitada por la presencia de
heparina, la cual ayuda a remover los componentes del plasma seminal de la superficie
del espermatozoide.

7.2.- CAMBIOS LIPIDICOS DURANTE LA CAPACITACION.

La fluidez y la permeabilidad de la membrana plasmatica dependen en parte de Ia
composicién de la bicapa lipidica, fundamentalmente de la relacion colesterol -fosfolipidos
(cff). Es por esta razén por la que la capacitacion se haya relacionado con cambios en la
composicion lipidica de la membrana, particularmente con disminucién en la cantidad de
colesterol y una disminucién concomitante en la relacion molar c/f (Davis, 1981; Huacuja y
col., 1981; Langlais y col., 1981). Se ha demostrado, utilizando fantasmas de eritrocito,
que el cambio en la relacién c/f produce cambios notables en la fisiologia membranal,
particularmente en la permeabilidad a iones (Cooper, 1975), en la fluidez, fragilidad de la
membrana y en la movilidad intramembranal de los lipidos (Demel y col., 1976).

Algunos autores como Albert y col. (1981) han propuesto que el intercambio de colesterol

entre la membrana plasmatica del espermatozoide y los medios utilizados para la
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capacitacion es compatible con el caracter reversible del proceso de capacitacién, puesto
que la adicion de factores decapacitantes, tales como el colesterol o suifatos de
esteroides presentes en el plasma seminal, provocarian un aumento en la fijacién del
colesterol por la membrana del espermatozoide y la elevacion concomitante de la relacion
c/f (Davis, 1981; Huacuja y col., 1981).

Demel y col. (1976) han demostrado, que si se forman hicapas de fosfolipidos y después
se introduce en ellas colesterol en cantidades variables, se observa que la estabilidad de
la membrana aumenta, y su permeabilidad disminuye, segun se aumenta la concentracion
de colesterol. Esta dependencia es mas notable cuando la constitucion de la bicapa
contiene 50 por ciento de acidos grasos saturados

Davis (1982) y Langlais y col. (1981) proponen un mecanismo para explicarse la
capacitacion, y consistio en afirmar que los medios capacitantes actuan induciendo la
liberacién de colesterol de la membrana del espermatozoide, lo cual provocaria una
disminucién en la relaciéon c/f y un aumento concomitante de la permeabilidad de la
membrana, permitiendo particularmente la entrada de calcio. Ha sido demostrado que el
colesterol de la membrana del espermatozoide se intercambia facilmente con el colesterol
extracelular (Huacuja y col., 1981) de manera que la relacién c/f del espermatozoide
muestra un alto indice de correlacién con la relacion c/f del medio de suspension, siempre
y cuando éste sea un medio bioldgico, puesto que se sabe el colesterol no existe libre en
solucién, sino que siempre es acarreado por proteinas especificas (Levy, 1981).

En el espermatozoide humano, particularmente en la cabeza, la cantidad de colesterol
presente en la estructura membranal, disminuye significativamente la relacion c/f,
provocando la desestabilizacion de la estructura proteica de la membrana facilitando
probablemente el transporte de calcio al interior del espermatozoide. Al mismo tiempo,
estas mismas condiciones de incubacién inducen un aumento substancial en la actividad
de la fosfolipasa A2, con lo cual quedan establecidas las condiciones necesarias para que
se inicie fa fusién membranal que caracteriza la reaccion acrosomal (Knobil y col., 1994).
En las membranas biolégicas se ha demostrado que alteraciones en la organizacién en
los lipidos de membrana pueden ser inducidas por cambios de temperatura relacionados
con la transicion de fases de cristalino a gel, liquido y viceversa (Wolf y col., 1990). El
cambio de transicion de fases en el espermatozoide provocado por la congelacion y

descongelacién del semen produce cambios en la distribucion de los componentes
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estructurales de la membrana plasmatica, dichos cambios estan asociados con
permeabilidad y fusién membranal (Holt y col., 1986).

La composicion de los fosfolipidos y su relacion con el colesterol regulan la fluidez y
permeabilidad i6nica de las membrana biolégicas y se ha reportado que estos dos
factores cambian durante la capacitacion. En el caso de los espermatozoides humanos
existen evidencias de que la capacitacién in vitro involucra la eliminacién de colesterol de
la membrana plasmatica y que la pérdida de lipidos membranales durante este evento
parece ser un fendmeno reversible asociado con la presencia de proteinas aceptoras de
esteroles en el medio de incubacion (Knobil y col., 1994).

Cuando se incuban espermatozoides con un medio capacitante quimicamente definido y
después se estudia la concentracién de lipidos (colesterol y fosfolipidos) en las células
completas y fraccionadas, se observa que el colesterol y la relacion colesterol-fosfolipidos
disminuye en un 20 y 30% en la fraccién de la cabeza. La adiccién de liquido folicular o
suero sanguineo a este medio, sin embargo produce la eliminacion del 40-50% del
colesterol membranal, el cual es atrapado por las lipoproteinas y albumina presente en
estas secreciones.

Las alteraciones fisicas y/o quimicas de la bicapa de lipidos membranales durante la
capacitacion parece tener como resultado adicional la induccion de redistribucion en las
particulas intramembranales detectadas mediante criofractura {proteinas intrinsecas). Se
ha observado la aparicidn de zonas carentes de estas particulas, las cuales a diferencia
de las areas circunvecinas ricas en particulas intramembranales, carecen de colesterol y
lipidos anidnicos (por ejem. cardiolipina) y por lo tanto tienen propiedades biofisicas y
fisiolégicas diferentes, que estan relacionadas con el transporte de iones y la fusién
membranal (Knobil y col., 1994).

8.- REACCION ACROSOMAL.

La reaccion acrosomal es un proceso fisiologico natural que se presenta en el
espermatozoide después del proceso de capacitacion. Mientras la capacitacion es un
proceso reversible la reaccién acrosomal es un proceso irreversible. Durante los dltimos
afios han sido encontrados diferentes factores que estimulan la reaccidn acrosomal, de
los cuales las proteinas de la zona pellcida son consideradas como el principal factor

fisiolégico in vivo. Las hormonas esteroides como la progesterona se ha relacionado con
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la induccion de cambios importantes en los espermatozoides durante la reaccién
acrosomal, al igual que la progesterona el caicio juega un papel importante en este evento
fisiolégico. E! flujo de calcio es inducido especificamente por progesterona en
espermatozoides capacitados. Solo los espermatozoides que estan capacitados son
capaces de continuar la reaccion acrosomal. Tanto la progesterona como la zona pellcida
son dos sustancias, que se ha demostrado, son esenciales, para desencadenar una serie
de sefales intracelulares que culminan con la reacciébn acrosomal. Ademas agentes
gquimicos como iondforos de calcio A-23187 han sido usados como reguladores de este
evento. Algunos nucledtidos ciclicos como la galactosiltransferasa y una proteina
espermatica proteintirosincinasa y de una nueva proteina llamada SAA-1 que fue
detectada por primera vez en espermatozoides de humanos, son algunas de las

moléculas relacionadas también con la reaccion acrosomal (Brucker y col., 1995).

8.1.- FISIOLOGIA DE LA REACCION ACROSOMAL.

El acrosoma es un organelo derivado del aparato de Golgi el cual se desarrolla durante la
espermatogénesis, y puede ser descrito como un granulo secretor situado en la cima de la
cabeza del espermatozoide. Recientes investigaciones sobre las caracteristicas biofisicas
de la reaccién acrosomal se realizaron usando como modelo de estudio a cobayos y
carneros principalmente haciendo uso de microscopia electronica (Bearer y col.,, 1982;
Fléchon, 1985; Fléchon y col., 1986)

Los espermatozoides son células altamente polarizadas y tienen distintas estructuras
denominadas dominios. Una de las caracteristicas importante es la estrecha proximidad
de dos macro dominios en la cabeza del espermatozoide, denominados capuchén
acrosomal y el segmento ecuatorial adyacente y post-acrosomal, estos tienen
caracteristicas estructurales diferentes. Durante el proceso de capacitacién se observa un
aumento en la fluidez de la membrana de la regidén del capuchén, mientras que la region
ecuatorial adyacente y post-acrosomal no se ven afectadas por estos cambios. También
se ha demostrado que hay un aumento en la concentracién de lipidos aniénicos en la
membrana del capuchén favoreciendo la capacidad de fusion (Bearer y col., 1982). Se
conoce que los fosfolipidos anidnicos tienen potencial fusogénico, las membranas de
vesiculas que incorporan lipidos anidnicos se fusionan tempranamente con la introduccién

de cationes divalentes. Esto sugiere que el aumento en la concentracién de fosfolipidos
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anibénicos sobre la regién del capuchén acrosomal fue debida a una combinacién del
efecto de “flip flop” de lipidos ani6nicos, esto es, pasar de la cara interna a la externa de la
membrana plasmatica y en la cual podria estar involucrada la participacién de la
fosfolipasa A2 (PLA2) (Bearer y col., 1982; Flechon y col., 1986). La reaccidon acrosomal
parece ser una exocitosis comparandola con otras células, aunque con algunas
diferencias inusuales. La fusion membranal en la exocitosis involucra un organelo esférico
secretor unido a la membrana en una area limitada. El acrosoma sin embargo con su
largo tamarfio se encuentra en estrecho contacto con la membrana y hay una liberacion de
su contenido que pasa por aberturas que se encuentran por todo lo largo de esta area. En
modelos animales se demostré que ocurren cambios morfologicos en la membrana por
encima del acrosoma antes de la fusién. Eventos tempranos que ocurren en la reaccion
acrosomal son: la presencia de particulas libres “claros” en la membrana encima de la
regién acrosomal, con agregacion de particulas intramembranales entre y alrededor de los
“claros”. La fusion entre la membrana plasmatica y acrosomal externa, comienza en una
area limitada entre el borde y segmento ecuatorial y anterior del acrosoma y continua
extendiéndose de lado por encima de la cabeza. Esto produce una des estabilizacion del
capuchén acrosomal y liberacion de del contenido acrosomal (Brucker y col., 1995).

La morfologia de la reaccion acrosomal ha sido descrita por algunos investigadores
haciendo uso de microscopia electronica (Thomas y col., 1988; Yudit y col., 1988). Una
observacion interesante hecha hace algunos afos (Yudit y col., 1988) ha sido la similitud
encontrada en el proceso de la reaccién acrosomal en el humano con la de los demas
especies de mamiferos: La reaccion acrosomat en el humano consiste en la formacién de
poros, por la fusibn de membranas, lo que permite la salida a través del poro
principalmente de hialuronidasa y acrosina. La liberacion de enzimas facilita la
penetracion del espermatozoide a la zona peltcida. La reaccién acrosomal no es una
verdadera exocitosis, aunque los mecanismos que la regulan son similares a eventos de
exocitosis que operan en otros sistemas celulares. Una vez completada la vesiculacion,
estas vesiculas permanecen cerca del acrosoma por un corto tiempo y después se

dispersan (Brucker y col., 1995).
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8.2.- INDUCCION DE LA REACCIOON ACROSOMAL.

E! estimulo desencadenate de la reaccion acrosomal esta todavia en debate, la reaccion
acrosomal puede ser inducida por varias sustancias encontradas cerca del ovocito, como
liquido folicular (Mukerjee y col., 1972; Tesarik, 1985), liquido del cumulus oophorus
(Tesarik, 1985; Siiteri y col., 1988) y liquido secretado por células de la granulosa (Siiteri y
col., 1988). Se ha demostrado en humanos, que la zona pelicida es el sitio de unién del
espermatozoide y posteriormente induce la reaccién acrosomal (Cross y col., 1988; Lee y
col., 1992; Morales y col., 1989). Se demostré en humanos, que los espermatozoides con
acrosoma intacto unidos a la zona pelicida pueden iniciar la reaccién acrosomal asi
también espermatozoides que han iniciado la reaccibn pueden unirse a la zona y
continuar con la reaccién (Morales y col, 1989). También se conoce que las
progesterona, progestinas como la 17 o-hidroxiprogesterona, inducen la reaccion
acrosomal en espermatozoides de humano (Osman y col., 1989). Las células del cumulus
y el liquido folicular han sido sugeridos como fuentes de progesterona en el sitio de
fertilizacion.

La progesterona ha sido encontrada en liquido folicular en concentraciones capaces de
inducir la reaccién acrosomal (Osman y col., 1989). Agentes inductores de la reaccién
acrosomal han sido estudiados en liquido folicular, como proteinas unidas a progesterona
(Thomas y col., 1989). Las células del cumulus también has sido consideradas como
posibles fuente de progesterona, se ha estimado en 1 pg/ml de progesterona producida
por el cumulus (Osman y col., 1989), la cual es una dosis suficiente para inducir la
reaccion acrosomal. La induccion de la reaccion acrosomal por estos agentes requieren
de que los espermatozoides hayan sido capacitados previamente. Sin embargo cuando se
usa el ionéforo de calcio A-23187 no es necesario que el espermatozoide haya sido
capacitado, ya que este reactivo altera el mecanismo regulatorio intracelular, permitiendo
ja entrada rapida y masiva de calcio extracelular, lo cual culmina con la reaccién
acrosomal. Aunque la reaccion producida por iondforos no es considerada como
fisiolégica. También es importante considerar la falsa reaccion acrosomal, la cual se
puede presentar después de la muerte del espermatozoide. Por lo tanto es imperante
distinguir entre la falsa y la verdadera reaccién acrosomal. Para considerar a la reaccion
acrosomal como fisiolégica, es necesarioc que primero se haya realizado el proceso de
capacitacion (Brucker y col., 1995).
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8.3.- EFECTOS DEL CALCIO EN LA REACCION ACROSOMAL.

El Ca®* es indispensable en la induccién de la reaccion acrosomal, puede desencadenar
la fusion en células asi como en liposomas, se conoce que hay incrementos en la
concentraciéon de calcio intracelular poco antes de la reaccién acrosomal y la carencia de
calcio puede impedir la reaccion. Existen indicadores de la concentraciéon de calcio en
células pequeiias (Tsien y col., 1980, 1981; Grynkiewiez y col., 1985). El flujo de calcio en
espermatozoides puede ser medido. Restos de calcio y aumentos en su concentracion
producidos por el efecto del iondforo divalente fueron medidos por primera vez en
espermatozoides de humano por Irvine y Aitken (1986) usando quin 2. Subsecuentemente
aumentos transitorios en la concentracion de calcio intracelular fueron medidos usando
fura 2, después fueron comparados con espermatozoides humanos con el estimulo
apropiado (Blackmore y col., 1990; Thomas y col., 1988).

El liquido folicular humano ha demostrado ser un inductor del aumento de caicio
intracelular libre. Algunos agentes inductores de la reaccién acrosomal que se encuentran
en el liquido folicular fueron descubiertos por purificacion, identificandose proteinas unidas
a 4-pregnen-17 a-ol-3,20-dione (Progesterona) y 4-pregnen-17-a-0l-3-20-dione (17a-
hidroxiprogesterona). Ambas sustancias demostraron inducir la reaccién acrosomal en
espermatozoides humanos en un tiempo de entre 10 minutos (Osman y col., 1989). Los
cambios de calcio intracelular desencadenados por la adicion de progesterona y 17« -
hidroxiprogesterona fueron investigados por Blackmore y col. (1990). Usando el indicador
fluorescente fura 2, con lo que demostré que la progesterona y la 17a-hidroxiprogesterona
causan un incremento inmediato en la concentracién de calcio libre citosdlico tanto en
espermatozoides humanos capacitados como no capacitados. Esto perece ser un efecto
especifico de las progestinas, se conocen otros esteroides semejantes a testosterona,
corticosterona, estradiol, estrona, dehidroepiandrosterona, 20a-hidroxi-pregneno-3-ona,
androstendiona y pregnenolona, que no tienen efecto. E! bloqueo de calcio extracelular
por agentes quelantes o por bloqueadores de canales de calcio han demostrado que la
reaccion acrosomal es dependiente de la presencia de calcio extracelular (Thomas y col.,
1988). La inhibicién selectiva dei flujo de calcio producido por la induccion de
progesterona como el La** proporciona evidencias de un canal de calcio funcional en el

espermatozoide de humano que esta involucrado en la sefalizacion. Aunque e! influjo de
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calcio también ocurre en espermatozoides no capacitados (Blackmore y col., 1990) estos
no contintan con la reaccion acrosomal.

En el pasado se aceptaba que los espermatozoides maduros no tenian alguna provision
de calcio intracelular y que las fuentes de calcio para la reaccion acrosomal escaseaban
en el medio externo. Nuevos reportes, sugieren una movilizacion de provisiones de calcio
intracelular y que pueden estar involucradas en la reaccibn acrosomal de
espermatozoides humanos (Blackmore, 1993; Meizel y col., 1993).

Se encontré recientemente que la membrana nuclear de células de higado poseen un
mecanismo regulador de la concentracion de calcio, controlando la bomba ATPasa-calcio
(Lanini y col., 1992). En el espermatozoide ha sido sugerida la existencia de una bomba
similar calcio-ATPasa de membrana, la cual es sensiblemente inhibida por tapsigargina y
por un promotor tumoral lactona sequisterpeno (Blackmore, 1993). Otros posibles sitios
provedores de calcio sensibles a tapsigargin incluyen al nacleo y acrosoma (Meizel y col.,
1993).

En espermatozoides de “Sea umich” al parecer el gel que cubre los ovocitos induce
reaccién acrosomal por un influjo de calcio que pasa por canales de calcio operados por
voltage (Schackman., 1978,1981). Hay evidencias que muestran aumentos transitorios en
influjo de calcio en espermatozoides que no han iniciado la reaccién acrosomal y entran
en contacto con las proteinas de la zona, como espermatozoides de ratén y de bovino
(Clark y col., 1993; Storey y col., 1992). La existencia de canales de calcio dependientes
de voltage en espermatozoides de mamifero han sido sugeridos (Babcock y col., 1987;
Cox y col, 1989). La activacién de canales de calcio dependientes de voltage ha sido
recientemente demostado ser un requisito para la realizacién de la exocitosis acrosomal

inducida por zona pelucida en carnero y bovino(Florman y col., 1992).

8.4.- RECEPTORES INVOLUCRADOS EN LA REACCION ACROSOMAL.

La galactosiltransferasa es una enzima localizada entre la membrana plasmatica del
espermatozoide y tiene una funcioén definida en el reconocimiento entre gametos de ratén
(Shur y col., 1988). Hace ya tiempo que se descubrié que la proteina ZP3 de la zona
pelicida es el sitio de unién complementario para la b-1-4 galactosiltransferasa del
espermatozoide y que esta interaccion media fuertemente la unién entre el

espermatozoide y el ovocito Aunque la presencia de esta enzima en espermatozoide
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humano fue demostrada por el grupo de Sullivan (1989), su verdadera presencia en la
superficie del espermatozoide es algo controversial, se conoce que otros grupos no han
sido capaces de detectarla (Tuisiani y col., 1990).

Una proteina, la tirosincinasa parece estar involucrada en la regulacién de la reaccion
acrosomal en el ratdn. £n este contexto una proteina de 95 Kda. (P95), ha sido
identificada en la superficie del espermatozoide y esta asociada con la unién a la zona
pelicida, sirviendo como un ligando-receptor y posiblemente iniciando la subsecuente
induccién de la reaccién acrosomal (Saling, 1991; Leyton y col., 1992).

Existen dos hipotesis que tratan de explicar la funcion de estas proteinas, una es que la
P95 es el mismo receptor de la proteina tirosincinasa 6 que P95 sirve como receptor a
ZP3 y es diferente a una proteincinasa que es activada durante una interaccién gamética.
En el humano un receptor espermatico de 95 Kda. fue identificado y se encontré también
que este receptor media la reaccién acrosomal por una interaccién con la zp3 (Brucker y
col., 1985).

Trabajos realizados con microscopia de luz apoyan la presencia de un receptor a
progesterona en la membrana plasmatica del espermatozoide humano (Blackmore y col,,
1991; Tesarik y col., 1992). La accion de la progesterona en la superficie del
espermatozoide humano, fue primero demostrada directamente por experimentos en los
cuales una respuesta a calcio e iniciacién de la reaccidn acrosomal fueron obtenidos, al
poner en contacto progesterona conjugada con espermatozoides con membrana
impermeable (Blacmore y col., 1991; Meizel y col., 1991; Tesarik y col., 1992).

La relacién que existe entre el receptor de progesterona en el espermatozoide de humano
con los canales de calcio es desconocida, pero existe una hipétesis al respecto y es que
la progesterona induce la entrada de calcio hacia el espermatozoide, influyendo
directamente sobre los receptores que operan los canales de calcio y que el receptor de
progesterona en la superficie celular del espermatozoide podria controlar dichos canales.
Comparando el uso de progesterona con el de proteina de la zona pellcida, para la
estimulaciéon de la reaccidon acrosomal se observa una muy similar sino es que idéntico
mecanismo de accién, estimulando el flujo de calcio(Brucker y col., 1995).

Un segundo sitio potencial de interaccién entre la progesterona y el espermatozoide ha
sido identificado como un receptor parecido al del acido gama aminobutirico tipo A (GABA

a) canal de cloro (Wistrom y col., 1993). Tres diferentes anestésicos metabolitos de
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progesterona, se conoce activan y/o potencializan la actividad por GABA del complejo
receptor GABAa/ neuronal canal de cloro, siendo capaces de desencadenar la reaccién
acrosomal. La presencia extracelular de cloro parece ser un requisito indispensable para
que la progesterona induzca la reaccion acrosomal, lo que es opuesto a la reaccion
acrosomal inducida por ionéforo. Anticuerpos contra la subunidad alfa del receptor GABAa
del cerebro bovino, tifien especificamente la membrana de la regién del segmento
ecuatorial de!l espermatozoide de humano. Dos bandas de masa molecular de 50 y 75
KDa fueron detectadas en extractos de espermatozoides de humano por el anticuerpo
anti-GABAa Esto sugiere que la progesterona podria interaccionar con dos tipos
diferentes de receptores esteroidales en la membrana plasmatica del espermatozoide,
quizas el complejo receptor esteroidal / canal de calcio o el canal de calcio unido a el
receptor a progesterona (Blackmore y col., 1991).

Se ha obtenido un anticuerpo monoclonal (mAB). AG7 dirigido contra el antigeno
denominado SAA-1 que aparentemente tiene una masa molecular de 220 KDa, y que es
un antigeno que se encuentra en el acrosoma del espermatozoide humano (Brucker y
col., 1992®). El AG7 es altamente especifico contra el espermatozoide y no contra otras
células y tejidos humanos. En experimentos in vitro con ratones, el mAB AG?7 inhiben la
fertilizacion en casi el 100% y en fertilizacion in vivo es casi igual inhibida después de la
inmunizacion (Brucker y col., 1992b). La inhibicién ocurre antes de que el espermatozoide
se una a la zona pellcida y después de que inicia su progresion hacia el sitio en la zona,
lo que sugiere que la inhibicidn de la reaccidon acrosomal sea la causa. Esto se ha
demostrado al observar que el mAB AG?7 inhibe la continuacién de la reaccién acrosomal
con progesterona en espermatozoides de humano que previamente se habian capacitado
(Brucker y col., 1994). Ademas el AG7 fue capaz de suprimir completamente el influjo de
calcio inducido por progesterona en espermatozoides de humano in vitro (Brucker y col.,
1992a).

Otros estudios hechos en raton indican que el antigeno M42 el cual tiene una masa
molecular de 200/220 KDa inhibe la fertilizaciéon a nivel de la interaccion entre el
espermatozoide y la zona pelucida (Saling y col., 1985). Mas tarde se demostr6 el M42
realiza una funciébn en etapas tempranas de la reaccién acrosomal inducida por

homologos de la zona pelucida (Leiton y col.,, 1989). Se ha reportado una reaccién
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cruzada entre el M42 con el espermatozoide de hamster sin embargo no cruza con
antigenos de espermatozoides de humano ni de conejo (Saling y col., 1985).

8.5.- MECANISMOS DE REGULACION INTRACELULAR.

Las uniones de progesterona con los receptores de superficie celular no han sido
afectadas en la presencia de tripsina (Tesarik y col., 1993); Los inhibidores de tripsina
redujeron el indice de reaccién acrosomal inducido en espermatozoides con zona
pelucida, sin embargo no existen datos que demuestren la accion de estas substancias
sobre la concentracion de calcio intracelular en espermatozoides humanos estimulados
con zona peltcida (Llanos y col., 1993).

La progesterona induce en el espermatozoide un flujo de caicio y posteriormente la
reaccion acrosomal y esto depende de la actividad producida por una enzima parecida a
tripsina presente en el espermatozoide. Esto fue concluido de estudios en los que se usc
el inhibidor sintético reversible a tripsina, hidrocloruro de benzamida y 4'-acetamidofenil-4-
guanidinobenzoato, un pseudo inhibidor de la enzima parecida a tripsina (Pillai y col.,
1991). Estas substancias inhiben el flujo de calcio y de reaccién acrosomal en
espermatozoides inducidos con progesterona, pero no inhiben esta funcién en
espermatozoides estimulados con ionéforo de calcio. Ademas un activador asociado al
ovocito pero presente en el espermatozoide, la acrosin proteasa, se ha demostrado que
es capaz de potencializar la accién de la progesterona en el espermatozoide humano
(Mendoza y col., 1993). Esto sugiere que la enzima parecida a la tripsina media {os pasos
de los eventos membranales necesarios para que la progesterona induzca un aumento
intracelular de caicio.

En espermatozoides de golfito de mar se encuentra una proteasa parecida a la

quimiotripsina que inhibe la reaccién acrosomal inducida por el gel que rodea los ovocitos.

8.6.- FUNCION DE LAS PROTEINAS “G”.

Las proteinas regularmente unidas a GTP (proteinas “G") por acoplacién a receptores,
estan relacionadas con la accién de mas del 80% de los neurotransmisores y hormonas
conocidas, asi como de la mayoria de factores paracrinos y autocrinos que regulan las
interacciones celulares (Birnbaumer y col, 1990). La zona pellcida induce reaccidn

acrosomal en espermatozoides de ratén y de humano y esto parece estar regulado por
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una cadena de eventos intracelulares, en los que se traduce una sefial en respuesta de
estimulos hormonales via proteinas “G” (TesariK y col.,, 1993b; WArd y col., 1992). La
presencia de proteinas “G" ha sido verificada en todos los espermatozoides estudiados en
los que se incluyen también las proteinas “Gi” y “Gz” (Glassner y col., 1991; Kopf y col.,
1986). Basados en su cadena funcional alfa, la accion de las proteinas “G” son diversas, y
ademas la proteina “G” individualmente puede tener varias funciones efectoras, como la
de inhibicion de adenil ciclasa, estimulacién de fosfolipasa C, estimulacion y liberacion de
acido araquidénico via fosfolipasa A2 y activacion de canales de calcio y potasio mediante
la reguiacién de ligandos y receptores.

Una de las caracteristicas tipicas de las proteinas “G” es su alta sensibilidad a la toxina
pertussis (PTX), la cual cataliza la ADP ribosilacion de moléculas de proteina “G". La
accién inhibitoria de PTX en Gi fue utilizada para investigar la relacién entre Gi y la
reacciéon acrosomal. En el ratén se demostré claramente que la ZP3 regula fa sefial de
traduccién, aunque con la proteina G asociada a la membrana y presumiblemente unida al
receptor ZP3 en la membrana plasmatica (Ward y col., 1992). Estas funciones fueron
sensibles a tratamientos con PTX, pero la presencia de poblaciones de proteinas G
insensibles a la toxina fue demostrada (Brucker y cal., 1995).

Aunque la PTX inhibe la inducciéon de la reaccién acrosomal desencadenada por la
presencia de ZP en espermatozoides humanos, la progesterona induce también reaccién
acrosomal y no se ve influenciada por la PTX, ni afecté el flujo de calcio (Brucker y col.,
1995).

Puede ser posible que dos diferentes proteinas G median ia respuesta de los dos
activadores, los que involucran proteinas Gi sensibles a PTX en la reaccién acrosomal
inducida por la zona pelicida y las proteinas G insensibles a PTX en la reaccién
acrosomal inducida por progesterona, o bien es posible también que la progesterona

induzca reaccion acrosomal no involucrando a proteinas G.

8.7.- FUNCION DEL METABILISMO DEL FOSFOINOSITOL.

En espermatozoides humanos, la progesterona o liquido folicular estimulan rapidamente
un cambio en los fosfolipidos de membrana como fosfatidilinositol 4,5-bifosfato vy
fosfatidilinositol 4 fosfato, en los polifosfoinositoles inositol 1,3,4,5-tetrakisfosfato e inositol
1.4,5 trifosfato (Thomas y col., 1989). La hidrélisis de los fosfoinisitoles fue asociada con
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un rapido influjo de calcio. Extensos estudios usando el ionéforo de calcio A-23187 para la
induccion de la reaccion acrosomal fueron conducidos en diferentes especies de
mamiferos incluyendo al humano. Seguido de la entrada de calcio, se presentd un
rompimiento de polifosfoinositoles espermaticos y generaciébn consecuente de
diacilgliserol (Dimino y col., 1989; Roldan y col., 1989, 1990). Estos rompimientos de
fosfoinisitoles se ha demostrado que son eventos mediados por fosfolipasa C y
dependientes de calcio (Roldan y col., 1989). La presencia de cantidades considerables
de fosfolipasa C especifica para fosfoinisitoles ha sido descrita en espermatozoides
humanos (Ribbes y col., 1987). Bajos niveles de calcio (Micromolar) fueron necesarios
para danar los fosfoinocitoles, en contraste niveles millimolar de calcio fueron necesarios
para inducir reaccién acrosomal tardia. En el sistema en el que se uso iondforo el
rompimiento de los fosfoinositoles y la generacion de subsecuente de poliinositoles
derivados del glicerol se demostrd completarse en 5 minutos (Roldan y col., 1989,1990).
Estos resultados sugieren una temprana funcién del metabolismo de fosfoinositoles en la
iniciacién de la reaccién acrosomal.

La funcion de la produccién de fosfatos de inositol durante la reaccién acrosomal no ha
sido esclarecida. Tipicamente el fosfato de inositol tiene la funcién de mobilizar calcio de
fuentes internas, semejantes a reticulo endoplasmico. Algunos estudios indican que el
fosfato de inositol puede promover la entrada de calcio via membrana plasma (Irvine y
col., 1987). Por ejemplo los receptores a trifosfato de inositol presentes en la membrana
plasmatica de células T, pueden ser responsables de la entrada prolongada de calcio que
inicia la respuesta proliferativa (Khan y col., 1992). Por lo tanto es posible que la entrada
de millimolar de calcio en la reaccion acrosomal tardia es facilitada por el fosfato de
inositol (Brucker y col., 1995).

El segundo producto del rompimiento de fosfatidil, e! diasilglicerol, el cual tiene una
variedad de efectos en los procesos celulares. En varios tipos de células, el blanco de
accion de los mensajeros de diasilglicerol es el calcio y fosfolipidos dependientes de la
proteina cinasa C (Nishizuka, 1984).

La proteina cinasa C, es la enzima clave que regula el mecanismo de sefalizacién de la
traduccién. La actividad de la proteina cinasa C es solo detectable en el espermatozoide
humano (Rotem y col., 1990). La activacion dependiente de calcio de la proteina cinasa C

por diasilglicerol puede accionar un segundo mensajero intracelular durante la reaccion
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acrosomal. Al igual, un inhibidor de la proteina cinasa C, 1-5-isoquinolinilsulfonil-2-
metilpiperazina, proveniente del DOG induce reaccién. Resulta interesante que los
agentes pueden causar Unicamente [a reaccion acrosomal después de la capacitacion y
en medios que contienen calcio. Sin embargo cuando se utiliza el DOG que es un
estimulador, la presencia de calcio no es necesaria para la reaccién acrosomal.
Posiblemente esto alivie la necesidad de agregar calcio a los medios para desencadenar
la reaccidon acrosomal. Alternativamente el calcio puede liberarse de reservorios
intracelulares, semejantes a la membrana perinuclear (Blackmore,1993; Meizel y col,
1993). Contrariamente al reporte anterior en el humano, estudios usando
espermatozoides de carnero en un sistema en el que se uso6 iondforo de calcio se
demuestra que el diasilglicerol no se vio involucrado en la activacién de la proteina cinasa
C (Harrison y col., 1990; Roldan y col., 1992), y la actividad de la proteina cinasa C no fué
detectada en espermatozoides de carnero (Roldan y col., 1988).

Otra funcion de segundos mensageros de diasilglicerol es la activacion de fosfolipasa A2
(PLA), generada del acido araquiddnico y lisofosfolipidos proceso que depende de calcio.
Diferentes DAGs, semejantes a 1,2-dioleoil-sn-glicerol y 1-2-acetil-sn glicerol, se encontrd
aumenta grandemente la actividad de la PLA2 en espermatozoides de carnero (Roldan y
col,, 1991). Hace algunos afios se demostrdé que la activacién de PLA2 después de la
entrada de calcio efectivamente conduce a la exocitosis del acrosoma del
espermatozoide. La PLA2 parece conducir dafio en la fosfatidilcolina, fosfatidilserina y
fosfatidiletanolamina liberando acido araquidénico. Resulta interesante que Ila
concentracion del acido araquidénico comienza a aumentar a los 5 minutos después de la
estimulacién celular y continua aumentando significativamente durante los 20 minutos
siguientes (Roldan y col., 1993). La actividad de la PLA2 ha sido caracterizada solo en
espermatozoides humanos y estad ampliamente asociada a la membrana(Fri y col., 1992;
Thakkar y col., 1984). Evidencias preliminares que relacionan la actividad de la PLA2 con
la exocitosis acrosomal en espermatozoides humanos ha sido presentada (Bennet y col.,
1987). Algunos de los lisofosfolipidos creados por PLA2 pueden tener una importante
funcién en la fusion membranal, Se conoce que la PLA2 induce fusion de vesiculas de
fosfatidilserina bajo condiciones experimentales en presencia de calcio millimolar (Fry y
col,, 1992). Sin embargo la influencia de la PLA2 en la reaccion acrosomal es

controvercial, Algunos otros autores han encontrado que la PLA2 no esta involucrada en
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la reaccion acrosomal (Anderrson y col., 1990). Aunque la actividad de la PLA2 esta
presente en el espermatozoide humano, inhibidores de la PLA2 no interfieren con el
proceso de reaccion acrosomal.

Proteinas de la zona y/o progesterona unidas a sus respectivos ligandos en la membrana
del espermatozoide inducen un aumento inicial e intracelular de calcio. Posiblemente, la
region ZP3 de la zona pellcida estd operando via voltage-puerta canales de calcio. Sin
embargo la progesterona puede activar canales de calcio operados por receptores como
el receptor a GABAa-canal de cloro. Al menos en el caso de la ZP3, parece haber una
temprana activacion de la proteina Gi con la subsecuente estimulacion de fosfolipasa C, la
cual media el rompimiento de los polifosfoinocitoles situados en la membrana plasmatica
del espermatozoide. La relacién de la progesterona proteinas Gi no es segura, pero estas
proteinas con la ZP3 estimulan el rompimiento de los polifosfoinocitoles. El resuitado del
rompimiento de los fosfoinocitoles, es la produccion de diacilglicerol e IP3, con IP3 hay un
flujo de calcio acelerado. Subsecuentemente el diacilglicerol puede activar a la proteina
cinasa C y/o PLA2, o alternativamente, la proteina cinasa C es activada por diacilglicerol,
la cual en turno activa PLA2, resultando la creacién de lisofosfolipidos por Pla2. El
conjunto de lisofosfolipidos con la elevacién intracelular de calcio perturba las membranas
acrosomales principiando la fusion y la exocitosis acrosomal o la formacién de canales.
Los datos obtenidos del humano y otras especies de mamiferos, sugieren que ia
induccién de la reaccion acrosomal es regulada por diferentes receptores moleculares y
proteinas reguladoras. Aunque se han encontrado diferentes receptores y varios
elementos intraceiulares que pueden estar participando en la reaccién acrosomal, los
datos hasta el momento, no son los suficientes para dilucidar la secuencia de regulacién

de la reaccioén acrosomal.
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9.- CITOMETRIA DE FLUJO.

Métodos para la valoracién de la calidad de los espermatozoides antes de la inseminacion
o después de algin tratamiento experimental en el laboratorio, se siguen realizando en un
intento de estimar con mayor precision la capacidad fertilizante de estos.
Desafortunadamente los experimentos realizados en los laboratorios, no predicen con
precisioén su capacidad fecundante y con frecuencia los experimentos que se realizan no
son repetibles (Graham y col., 1980).

Como se sabe el espermatozoide consta de diferentes membranas: membrana
plasmatica, membrana acrosomal externa y membrana acrosomal interna, asi como de la
membrana de las mitocondrias, para que el pueda competir en el proceso de fertilizacion,
€s necesario que sus membranas estén integras antes de la capacitacién.

El estudio individual de los componentes estructurales de los espermatozoides, no
predicen efectivamente su capacidad fertilizante (Graham y col., 1980). Sin embargo la
combinacion de diferentes técnicas pueden predecir satisfactoriamente la fertilidad del
semen como son: el diferenciar las células vivas de las muertas y la valoracién de la
integridad acrosomal. Pero para desarrollar estas técnicas se requiere de tiempo para su
preparacion y valoracion, ademas el numero de células que se analizan para su
evaluacion no es mayor de 200 en la mayoria de las veces. Una técnica que nos permite
analizar con precision miles de células en cuestion de segundos y sin la extensiva
preparacion necesaria para tefiir los espermatozoides, es la citometria de flujo.

La citometria de flujo (CMF) es una técnica que permite obtener datos multiparamétricos
sobre las caracteristicas fisicas y quimicas de células en suspension.

El citometro de flujo es capas de medir las propiedades épticas de las células, mediante la
tincion con fluorocromas que se unen especificamente a un constituyente celular. Las
células son inyectadas en un flujo liquido laminar y pasan una a una por un punto de
medida iluminado con luz de alta intensidad (laser) a 488 nm. Cada célula en el punto de
interaccion produce una sefial fluorescente que es de intensidad proporcional a su
contenido en fluorocromo. Uno o varios detectores recogen la fluorescencia emitida y
transforman la sefial a pulsos eléctricos. También se recoge la luz dispersada por la

célula, que esta en funcién del tamafio, forma y estructura de la misma.
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A diferencia de otras técnicas, el citbmetro de flujo mide caracteristicas celulares

individuales de un gran numero de células (5 a 10,000 células por segundo), y ademas

permite medir caracteristicas de poblaciones en muestras heterogéneas.
CARACTERISTICAS CELULARES MEDIBLES POR CITOMETRIA DE FLUJO.

ESTRUCTURALES FUNCIONALES
Tamarfio y forma celular
Granularidad Estado de Red-Ox
Proteinas
Contenido de DNA, RNA. Estudios de membrana
Estructura cromatinica Actividad enzimatica
Proteinas totales o basicas Endositosis
Grupos quimicos Sintesis de ADN
Antigenos Receptores
Azucares de superficie Potencial de membrana
Estructura del citoesqueleto | PH, Ca2+, Carga superficie

Los fluorocromos ofrecen un método sensible para obtener informacion acerca de la
estructura, funcion y vitalidad de las células.

Algunos de fos fluorocromos utilizados en la citometria de flujo estan unidos a anticuerpos,
como pueden ser proteinas, como por ejemplo la anexina V, una proteina de membrana
de 320 aminoacidos y un peso especifico de 35-36, esta proteina tiene una actividad
anticoagulante y se encuentra normalmente en la cara citosélica de la membrana
plasmatica. La Anexina V, en presencia de concentraciones fisiologicas de Ca®*, tiene
afinidad por los fosfolipidos (Grundmann y col.,1988) y en concentraciones definidas de
sales y Ca”, tiene una mayor afinidad por la fosfatidilserina, que por otros fosfolipidos
(Andree y col., 1990; Vermes y col 1995).

La Anexina V, conjugada con lIsotiocianato de Fluorosceina (FITC), es utilizada en
Citometria de Flujo para medir cambios en la distribucién de los fosfolipidos en la
membrana plasmatica, o bien, la pérdida de la asimetria de la membrana celular.
Normaimente la fosfatidilserina, se encuentra solo en ia cara interna de la membrana y
solo cuando se pierde la asimetria de la membrana, puede ser detectada en la cara
externa (Fadok y col., 1992).

El citémetro de flujo puede medir simultaneamente 5 parametros para cada célula:
dispersion de la luz hacia el frente (FSC), dispersién lateral de la luz (SSC) y 3 regiones
espectrales de emision de fluorescencia (FL 1-3). El niUmero de células que se pueden

46



analizar por esta técnica son de 500 a 10,000 células por segundo (Watson y Erba,
1994). Por cada evento que pasa a través del laser, el citdmetro de flujo emite un valor
relativo a FSC, SSC y FL, tomando en cuenta la cantidad y direccién de la dispersién de la
luz incidente y la emision de fluorescencia (Haynes, 1988).

APLICACIONES:

La CMF se puede emplear para estudiar caracteristicas estructurales y funcionales de
células o particulas en suspension. La CMF se ha utilizado en biomedicina con diferentes
objetivos:

*En hematologia: contaje celular, férmula leucocitaria, contaje reticulocitario, analisis de
médula 6sea. *En farmacologia: estudios de cinética celular. *En inmunologia:
subpoblaciones T, tipo tisular, estimulacion linfocitaria. <“En  oncologia:
diagndstico/pronéstico, monitorizar tratamiento. *En microbiologia: diagnéstico bacteriano
y virico, sensibilidad a antibiéticos. *En genética: cariotipo, diagnéstico de portador,
diagnéstico prenatal.

La citometria de flujo se ha utilizado también para estudiar las caracteristicas del nicleo
de los espermatozoides, como es la condensacion de la cromatina; las caracteristicas de
la cromatina con relacion a la fertilidad de espermatozoides (Clausen y col., 1982;
Dobrinski y col., 1994).

También la identificacion y separacion de espermatozoides X y Y ( Garner y col., 1983);
anadlisis morfologico, viabilidad e integridad acrosomal y la actividad mitocondrial de
espermatozoides (Graham y col., 1990). Otras investigaciones en las que se han aplicado
las propiedades que ofrece la citometria de flujo en el estudio de espermatozoides, es en
la anticoncepcién, en el que espermatozoides de ratdbn son puestos en contacto con
anticuerpos contra espermatozoides A-1, los cuales inhiben la penetracion de los
espermatozoides hacia la zona pellcida del ovocito y que por medio de la CMF pude ser
medida la unién de dicho anticuerpo a los espermatozoides y con esto determinar su
eficiencia (Kawai y col., 1994).
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I.- JUSTIFICACION

En los mamiferos, incluyendo al humano, los espermatozoides presentan una serie de
cambios antes de que ellos adquieran su capacidad fecundante. Estos cambios se
conocen como capacitacion y reaccidén acrosomal. La capacitacion se presenta después
de la eyaculacion y ocurre fisiolégicamente en el tracto reproductor femenino. La
capacitacion se puede definir, como una serie de cambios bioquimicos en la membrana
plasmatica que preparan al espermatozoide para la reaccién acrosomal (Austin, 1967,
Yanagimachi, 1994). Durante este proceso se presenta una remocién o alteraciéon gradual
de glicoproteinas periféricas, una redistribuciéon de glicoproteinas integrales, la reduccién
de colesterol en la membrana, y cambios en la distribucién y composicion de fosfolipidos
(Yanagimachi,1988). En condiciones In vivo, la capacitacion es necesaria para que el
espermatozoide pueda pasar a través de las células del cumulus gque rodean al ovocito.

El calcio extracelular es requerido para completar la capacitacion y es necesario también
para que se presente la reaccion acrosomal. En el espermatozoide la concentracion de
calcio intracelular, aumenta durante la capacitacion (Fraser y col., 1992). Una accion
directa del calcio sobre la membrana es permitir la fusion entre la membrana plasmatica y
la membrana acrosomal externa y propiciar asi la reacciéon acrosomal. La reaccion
acrosomal representa un absoluto requerimiento para completar exitosamente la
fertilizacion. Unicamente los espermatozoides reaccionados en el momento idéneo son
capaces de pasar a través de la zona pellcida y subsecuentemente fusionarse con la
membrana plasmatica del ovocito (Cherr y col., 1986; Cummins y col., 1986).

Debido a que no se conacen del todo los cambios membrana les del espermatozoide
durante la capacitacién, ni la manera en que se lleva acabo la formacién de vesiculas
entre la membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa durante la reaccion
acrosomal. El propésito del presente trabajo es conocer si el movimiento de “flip - flop”
esta presente en la membrana del espermatozoide durante los cambios membranales que
se presentan durante la capacitacion y la reaccidon acrosomal y si es necesaria la pérdida
de la asimetria de la membrana plasmatica para que se presente la fusién entre

membranas.
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Iil.- OBJETIVO GENERAL.

DEMOSTRAR LA PRESENCIA DE MOVIMIENTO DE “FLIP-FLOP" EN LA
MEMBRANA PLASMATICA DEL ESPERMATOZOIDE DE CONEJO, DURANTE LA
CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL POR FIJACION DE ANEXINA V-FICT A
FOSFATIDILSERINA.

IV.- OBJETIVOS PARTICULARES.

CONOCER POR CITOMETRIA DE FLUJO LOS CAMBIOS EN LA
FLUORESCENCIA POR LA UNION DE ANEXINA V-FICT A FOSFATIDILSERINA, QUE
PRESENTAN LOS ESPERMATOZOIDES OBTENIDOS DE EPIDIDIMO Y DE
EYACULADO, DURANTE EL PROCESO DE CAPACITACION Y REACCION
ACROSOMAL

ESTUDIAR EL EFECTO DEL Ca®* ASi COMO DEL IONOFORO DE Ca?* A-23187
SOBRE EL MECANISMO DE “FLIP-FLOP", EN ESPERMATOZOIDES DE EYACULADO
Y EPIDIDIMO DURANTE LA CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL.

V.- HIPOTESIS.

DURANTE LA CAPACITACION Y LA REACCION ACROSOMAL SE PRESENTAN

CAMBIOS, EN LA DISTRIBUCION DE FOSFATIDILSERINA DE LA MEMBRANA
PLASMATICA DEL ESPERMATOZOIDE POR EL MECANISMO DE “FLIP-FLOP”.
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VI.- MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 10 conejos machos Nueva Zelanda Blanco, sexualmente maduros, con
fertilidad probada. La edad de los animales fue entre 12 y 24 meses con un peso corporal
promedio de 3.5 Kg. Los animales permanecieron en el bioterio del Hospital de
Especialidades del Centro Médico S XXI, IMSS, disponiendo de alimento y agua ad
libitum, temperatura controlada de 18°C y ciclos de luz oscuridad de 12 x 12 horas.
Obtencién de las muestras de espermatozoides.

A) EYACULADOS (ESQUEMA NO.1).
El eyaculado se obtuvo con ayuda de una vagina artificial de plastico, con funda de latex,
con temperatura de 45°C como ha sido sugerido por otros autores (Bredderman y col.,

1967 ). Las muestras de cada animal se colectaron dos veces por semana (ver esquema
No. 1).

B) DE EPIDIDIMO (ESQUEMA NO. 2).

Los animales se sacrificaron por dislocaciéon cervical y se desangraron cortando la
yugular, después los testiculos se disecaron, se ligaron las venas y conducto del
epididimo con hilo de algodén y se perfundié el paquete vascular con 5 mi Solucién Salina
Fisiologica NaCl 0.9 M, pH 7.4 a 37°C, con el propodsito de evitar la contaminacion de las
muestras con sangre, posteriormente se separé el epididimo del testiculo, se ligé con hilo
quirdrgico entre las regiones de la cauda y la pieza media del epididimo, se corté con tijera
y se eliminé el tejido adiposo. Cuando se tuvo esta regiéon separada del resto del
epididimo, se inyecto por uno de los extremos con 5 mi de medio Brackett sin Ca®* (NaCl
0.112 mM, K Cl 4.020 mM, NaH,PO, 0.830 mM, MgCl; 0.520 mM, NaHCO; 37. MM,
Glucosa 13.9 mM, Piruvato de sodio 1.25 mM, albumina bovina cristalina), pH 7.8
(Brackett y Oliphant, 1979), los espermatozoides se obtuvieron haciendo pequerios cortes
sobre la pared del érgano y se colectados en tubos cénicos de plastico de 10 ml.
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PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Se eliminaron las muestras que mostraron contaminacién por orina, sangre o sedimentos,
asi como las que no tuvieron la viabilidad y movilidad apropiadas de a cuerdo a las
sugerencias de Belsey y col (1980), de manera que solo se usaron las muestras con
movimientos progresivos calificados como buenos y excelentes.

La viabilidad de los espermatozoides, se evalud por la técnica de tincidn supravital con
Eosina- Nigrosina (Swanson y col., 1951), con la cual los espermatozoides muertos
adquieren la coloracion roja mientras que los vivos, no se tifien. En este estudio solo se
consideraron las muestras con viabilidad superior al 80 %.

Las muestras de eyaculado, se purificaron en un gradiente de Percoll discontinuo, se
modificé en nuestro laboratorio el método reportado por Suarez y col, (1986), con respecto
al medio diluyente y la concentracién de Percoll de la fase superior. El método consistié
en lo siguiente: los eyaculados, se llevaron a un volumen de 1.5 mi con medio Brackett y
se centrifugaron a 900 x g durante 20 minutos a temperatura ambiente, en un gradiente
de Percoll discontinuo con el proposito de eliminar el plasma seminal, espermatozoides
muertos y otros componentes de las muestras. El gradiente estaba formado por una fase
inferior de 1.5 ml de Percoll al 95% en hepes 10 mM y Nacl 154 mM pH 7.4 y 2 ml de una
fase superior de Percoll al 75% en medio Brackett sin albumina y sin glucosa. Después de
centrifugar la fase inferior, se diluy6é con 5 ml de medio Brackett sin ca® y se centrifugd a
500 x g por 5 minutos, esto con el fin de lavar los espermatozoides (para eliminar los
restos de Percoll) posteriormente el precipitado se diluyé en 3 ml de medio Brackett sin
Caz’y se tomé una alicuota para calcular la concentraciéon de espermatozoides, la cual se
diluyd 1:200 con citrato de sodio 2.5% y de formaldehido 1% en agua destilada, utilizando
para este propdsito una pipeta para glébulos blancos, la muestra se agitdé por 3 minutos,
se eliminaron las 5 primeras gotas de la pipeta y después se deposité la muestra en una
camara de Neubauer. Se contaron los espermatozoides que se encontraban en los
cuadrantes de las esquinas y de! centro, del cuadrante con cuadricula pequeiia (igual que
como se cuentan los glébulos blancos), la concentracion espermatica se calculé de la
siguiente forma: el nimero total de espermatozoides contados se multiplico por 10° y esto
da la cantidad de espermatozoides que se tienen en 1 mi.

El siguiente tratamiento se realizo tanto para las muestras de epididimo como de

eyaculado y consistid en diluir las muestras en un volumen suficiente de medio Brackett
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sin Ca®". para tener una concentracién de 15 X 10° espermatozoides por ml. Se dividieron
las muestras en dos alicuotas, se centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos. Uno de los
precipitados se resuspendié en medio Brackett con Ca® y el otro en medio Brackett sin
Ca”". Se incubaron a 37° C en una atmésfera de CO; al 5%. Se tomaron alicuotas de 20
ul, cada 2 horas para analizarlas por citometria de flujo como se indica mas adelante.

Después del tiempo de capacitacion a una, alicuota de 300 ul se le adicioné el ionéforo de
calcio A-23187 10 uM final (con 0.1% de concentracion final de dimetilsulfoxido), a otra
alicuota igual unicamente se le adicioné diluyente (control) y se continué la incubacién por
3 horas. Al final del tiempo de incubacién se tomaron alicuotas de 20 pl de cada

tratamiento y se analizaron por citometria de flujo como se indica a continuacién

ESTUDIO CITOMETRICO (ESQUEMA NO. 3).

Se analizaron por citometria de flujo un total de 10 experimentos, 5 con muestras de
espermatozoides obtenidos de eyaculados y 5 con muestras obtenidas de cola de
epididimo.

Para el estudio citométrico, se utilizé6 un “kit” con Anexina V, una proteina con actividad
anticoagulante, que se encuentra normalmente en la cara citosolica de la membrana
plasmatica. La Anexina V, en presencia de concentraciones fisiolégicas de Ca”, tiene
afinidad por los fosfolipidos (Grundmann y col.,1988) y en concentraciones definidas de
sales y Ca”, tiene una mayor afinidad por la fosfatidilserina, que por otros fosfolipidos
(Andree y col., 1990; Vermes y col 1995).

La Anexina V, conjugada con lIsotiocianato de Fluorosceina (FITC), es utilizada en
Citometria de Flujo para medir cambios en la distribucion de los fosfolipidos en la
membrana plasmatica, o bien, la pérdida de la asimetria de la membrana celular.
Normalmente la fosfatidilserina, se encuentra solo en la cara interna de la membrana y
solo cuando se pierde la asimetria de la membrana, puede ser detectada en la cara
externa (Fadok y coi., 1992).

Para este estudio, se utilizé un estuche con Annexin-V Fluos, un conjugado fluorescente
comercial (Boehringer Mannheim No. de catalogo 1828681).

Las muestras se procesaron para el estudio citométrico de la siguiente manera:
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De cada fraccion, se tomaron 2 alicuotas de 20 pl de cada una (3 X 10° células), a la
primera alicuota no se le adiciond Anexina-V-Fluos, y a la fraccion 2 se le adiciond 10 pl
de la solucién de Anexina (10 pg / ml). Las muestras se incubaron a temperatura ambiente
durante 15 minutos en oscuridad, después de este tiempo, el volumen se llevé hasta 500
ml con buffer hepes (NaOH 10 mM, NaCl 140 mM y CaCl, 5 mM, pH 7.4). Las muestras
se analizaron con el programa Lysys II, de Becton Dickinson en un citbmetro de Flujo
FACsort, (Becton Dickinson, San José CA), equipado con lampara de laser, emitiendo luz
de excitacion a 488nm. El Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), emite una sefial que
puede ser leida como fluorescencia 1 (FL)

Antes de cada experimento, se verifico la calibracién del instrumento, asi como la correcta
funcion de doble discriminacion, para lo cual se usaron las esferas de calibracion Calibrate
QC que Becton tiene para este fin.

Se analizaron 10,000 células por cada muestra. La fluorescencia, fue graficada en forma
logaritmica, y el angulo de dispersion de la luz hacia el frente, fue adquirido en E-1 con un
umbral de 36. Con la alicuota sin fluorocromo, se ajustd la fluorescencia negativa, de tal
manera que el 98% de los eventos fueran registrados con valores de fluorescencia no
mayores de 10'.

Se tomd una muestra de los espermatozoides con y sin ca® y sin incubar (tiempo cero)
con Anexina y sé tomd como referencia para medir el incremento en FL que se detectd
después de cada tiempo de incubacion. Este procedimiento, se siguié en cada una de los
tratamientos del experimento. Después de tres horas mas de incubacion, las muestras se
analizaron en el citémetro.

Las lecturas del citdmetro de flujo para experimentos en los que se usa un solo
fluorocromo como es este caso, se reportan como histograma, en el eje de las “Y” se
grafica un valor que se relaciona con el nimero de células y en el eje de las X, se grafica
el valor de FL que se presenta en forma logaritmica. En los histogramas de nuestros
resultados aparece una imagen con dos acumulaciones de células; una, con valor de FL,
menor o igual a 10", que representa a las células con Fluorescencia negativa o
fluorescencia intrinseca (R1), y otra acumulacion celular con valor de FL mayor a 10", la
cual representa las células con FL positiva (R2), en estas ultimas se presento la unién de
Anexina-FICT a moléculas de fosfatidilserina expuestas en la cara externa de la

membrana de los espermatozoides. Con el mismo programa del citdmetro se calcularon

53



los porcentajes de espermatozoides con fluorescencia negativa y positiva. Nuestros
resultados se presentan como el porcentaje de células con FL positiva, y su variaciéon con
respecto a las condiciones y el tiempo de incubacién.

Todas las muestras de espermatozoides, que se trataron con ionéforo A-23187, se tifieron
con Azul de Coomassie con el propésito de verificar si la reaccion acrosomal se habia

llevado acabo.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Los resultados fueron analizados utilizando una prueba paramétrica de Analisis de
Varianza de 2 vias (ANOVA) si este andlisis presento diferencias estadisticas
significativas (p<0.05) entonces se usb la prueba de Tukey para hacer la comparacion
entre grupos. El analisis estadistico se realizo utilizando el programa para computadora
Sigma stat 2.0 del paquete Jadel Scientific.
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ESQUEMA No.1
OBTENCION DE ESPERMATOZOIDES DE EYACULADO

Qred&mm ctal, 1964)

Q ::75,/(%1“11-' 1991)

900 X g 20 min.

Lavado con medio
Brackett sin calcio.

500 X g 5 min.

Resuspender y contar.

Con calcio. I Sin calcio

Concentracién de
15X 108 SPZ /ml.

“@@_@

INOFORO DE Ca *
A-ZNET (10 1),

Con calcio. Sin calcio

N el

SAON  caoN SNOK  cnon

BHRS

En este esquema se describe de manera general la metodologia de este trabajo, desde la

obtencién de la muestra hasta la realizacién de las diferentes alicuotas asi como la
incubacion de las mismas.
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ESQUEMA No. 2
OBTENCION DE ESPERMATOZOIDES DE COLA DE EPIDIDIMO

Lavade con medio ’_‘%
Brackett sin calcio. 2

@

Resuspender y contar.

Concentracién de
15X 105 SPZ /ml.

Brackett Brackett
Con calcto. Sin calcio

B

]

INOFORO DE Co >
ATIE (10 1),

Con calcio. Sincalcio  gHrs

Vv

SAON  CAON  $1ON  CAON

| ]

Este esquema muestra la forma de obtencién de los espermatozoides de la cola del
epididimo asi también se observa como se prepararon de las alicuotas y su incubacion en

el medio capacitante.
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ESQUEMA No.3.
ESTUDIO CITOMERICO.

20ul (3 X10° SPZ)

ANEXINA V. FLUOS
10 1 (10 g /i)

EPIDIDIMO

EYACULADO
CON Ca2+

S/COL  C/ANEX  SICOL  C/ANEX

CITOMETRO DE FLUJO

BECTON

En este esquema se describe la preparacion y tiempos de las muestras para ser leidas en

el citbmetro de flujo.
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Vil.- RESULTADOS.

Los resultados que se presentan en todas las graficas son los promedios y desviaciones
estandar de 5 experimentos y representan el porcentaje de espermatozoides que
presentaron fluorescencia positiva (R2), como se ejemplifica en el siguiente grupo de

figuras:

ESPERMATOZOIDES DE EPIDIDIMO INCUBADOS
EN MEDIO BRACKETT CON Ca”".

® HORAS € HORAS
Enr m2+ RS w2y
L "
I
l‘! " R1=84% g; R1=58%
AN R2= 16 % n R2=42%
s "
o' il " Iy I 0 1 o'
FLUORESCENQIA
2 HORAS 3 HORAS
" R1— R2 + - R1— R2 +
" k 1" e '
EL] n
] I
H R1=6% % H R1=53 %
n R2= 31 % 5 R2=41%
n n
1" "
» ’
w w " " W " w o

4 HORAS 3 HORAS (3 CON IONOFORD)
2T ez 4 L VO
” ”
n n
i1} 11
i H] R1=35%
2 " R2=65%

En estas figuras se puede notar para todos los tiempos de incubacién dos acumulaciones importantes de
células: del lado izquierdo a la que denominamos R1 que corresponde aquellas células con fluorescencia
negativa y la del lado derecho (R2) con fluorescencia positiva. En este grupo de graficas podemos ver los
cambios en la fluorescencia de una muestra de espermatozoides de epididimo incubada en medio Brackett
con Ca?* a través del tiempo de incubacién y la presencia de ionéforo.
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ESPERMATOZOIDES DE EPIDIDIMO INCUBADOS
EN MEDIO BRACKETT SIN Ca®*
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En este grupo de graficas podemos ver que no se dan cambios de manera lmportan!e en la fluorescencia de
espermatozondes de epididimo incubada en medio Brackett sin suplemento de Ca® a través del tiempo de
incubacién ni con la presencia de ionéforo.

Los resultados cuando los espermatozoides fueron obtenidos de la cola del epididimo e
incubamos en medio Brackett sin suplemento de calcio fueron; para el tiempo cero de un
18.39 + 9.48, a las 2 horas de incubacion de 12.38 + 4.27; alas 4 horas de 14.89 +6.51ya
las 6 horas de 1643 + 8.17. El porcentaje de Fluorescencia, no mostré diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05), para ninguno de los tiempos. Después del tiempo
de capacitacién (6 horas de incubacién), la muestra que se incub6é 3 horas mas en
presencia del ionéforo de calcio A 23187 (0.01 mM), mostré el 28.12 + 459 de
fluorescencia positiva. Cuando la muestra se incubé sin ionéforo el porciento de
fluorescencia positiva fue de 17.7 + 8.2. En estos valores, se encontraron diferencias

significativas en favor de la muestra con ionéforo (p<0.05) (Gréfica 1).
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Cuando se analizaron las muestras obtenidas de cola de epididimo incubadas en presencia
de medio Brackett completo (con suplemento de calcio) los resultados fueron en el tiempo
cero 24.61 + 8.57, a las 2 horas de incubacién 23.66 + 5.39, a las 4 horas 35.19 + 14.91; a
las 6 horas 38.24 + 13.04, estos porcentajes en términos generales muestran un aumento
progresivo, estadisticamente significativo (p<0.05) con respecto al tiempo. Cuando las
muestras se incubaron 3 horas mas en presencia de ionéforo, la fluorescencia 1 positiva
fue muy superior a la de los espermatozoides incubados sin ionéforo (70 + 7.5 vs 41.7 +
14), dando diferencias estadisticamente significativas con un valor de p<0.001 (Grafica 2).
En la grafica 3, se muestra la comparacién entre los resultados de los andlisis de las
muestras obtenidas de epididimo, en ausencia y presencia de ca®".

Los experimentos realizados con muestras de espermatozoides eyaculados fueron
sometidas a los mismos tratamientos que los de cola de epididimo, esto con el fin de
detectar cambios debidos al origen de las muestras. Para las muestras incubadas en medio
Brackett sin suplemento de Ca?", los resultados obtenidos fuero: tiempo cero 16.6 + 7.5; 2
horas 23.06 + 11.4; 4 horas 29.6 + 10.15; a las 6 horas 38.8 + 9.9; a las 9 horas 37 + 11.24
y la muestra con ionéforo fue de 40.02 + 13.85.

Durante las primeras 4 horas de capacitacién el porcentaje presenta una tendencia a
incrementar, sin embargo con diferencias no significativas. Al comparar las primeras 4
horas con los tiempos siguientes (6 y 9 horas), si hubo diferencias estadisticamente
significativa (p<0.05). En presencia y ausencia de ionéforo, las muestras sin Ca* a las 9
horas de incubacion no mostraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). (ver
grafica 4).

Los espermatozoides de eyaculado incubados en medio Brackett con suplemento de caicio,
presentaron siempre con un mayor porcentaje de fluorescencia 1 positiva, en comparacién
con los incubados en ausencia de Ca® (Grafica 6). Los resultados con respecto al
porcentaje de fluorescencia positiva en relacién con el tiempo de incubacién en Brackett
con Ca”, fueron los siguientes: para el tiempo cero, 23.1 + 4.49; para 2 horas de
incubacion 40.9 + 23.9; para 4 horas 41.1 + 17.8; para las 6 horas 42.6 + 19.2; para las 9
horas 60.2 + 8.47 y para la muestra con ionéforo de 75.9 + 7.8, es importante mencionar
que hubo diferencias significativas entre los resultados obtenidos del primer tiempo de

incubacién con respecto a todos los demas tiempos, también encontramos diferencias al
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comparar los resultados de las muestras que se incubaron con ionéforo con respecto a las
demas muestras (ver grafica 5).

En la grafica 6, se muestra la comparacién entre los resultados de los andlisis de las
muestras obtenidas de eyaculado, en ausencia y en presencia de Ca”.

Cuando se compararon los resultados de los experimentos de los espermatozoides de cola
de epididimo, con los obtenidos en el eyaculado, se pudo observar que en incubacion en
ausencia de Ca?*, no hubo diferencias significativas (p<0.05), para ninguno de los tiempos
de incubacién, a excepcion de las 6 y 9 horas, en donde el porcentaje de espermatozoides
fluorescentes fue significativamente) mayor (p<0.05 en los eyaculados para los dos tiempos
(grafica 7).

Al comparar el porcentaje de espermatozoides fluorescentes del eyaculado y del epididimo
en presencia de Ca”", no encontramos diferencias significativas (p<0.05) en ninguno de los
tiempos de incubacion ni en presencia de ionéforo ( ver grafica 8).

Los porcentajes de reaccidn acrosomal obtenidos por tincién azul de Coomassie fueron:
para las muestras de epididimo incubadas en medio sin Ca™ durante 9 horas 12.8 + 2.3;
sin Ca®* mas ion6foro 15.4 + 2.7: con Ca®* sin iondforo 25.8 + 3 y para las incubadas con
Ca® y en presencia de ionéforo 53.2 + 11.4. La mayoria de estos resultados presentaron
diferencias significativas (p< 0.001), a excepcion de las muestras incubadas sin Ca®* en
relacion con las sin Ca®* mas ionéforo (ver grafica 9).

Los porcentajes de reaccidn acrosomal obtenidos por tincién de las muestras de eyaculado
fueron: para las que se incubaron en medio sin caicio 12.6 + 3; sin Ca®" mas ionéforo 21.0
+ 5.7; las que se incubaron con suplemento de Ca* 33.4 + 10.5 y con Ca* mas ionéforo
68.4 + 07.3% La mayoria de estos resultados presentaron diferencias significativas (p<
0.001), a excepcion de las muestras incubadas con Ca®* en relacion con las sin Ca®* mas
jonoforo. (ver grafica 10). Al hacer una comparacién entre el porcentaje de reaccion
acrosomal obtenido de las diferentes muestras tanto de eyaculado como de cola de
epididimo no se encontraron diferencias estadisticas significativas (ver gréafica 11).

En las graficas 12 y 13 se hacen comparaciones entre la técnicas de tincion con azul de
Coomassie para detectar reaccidbn acrosomal y la de citometria en espermatozoides
obtenidos de eyaculado y epididimo se observa en general diferencias significativas
(p<0.01) entre ambas técnicas, obteniéndose porcentajes mayores con la técnica de

citometria
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Grafica No. 1

100 ESPERMATOZOIDES DE EPIDIDIMO SIN/Caz'

%FL1+

0 2 4 B 9 643
1e

TIEMPO DE INCUBACION (HORAS)

Porcentaje de espermatozoides de cola de epididimo con fluorescencia positiva (unién de anexina V) a
diferentes tiempos de incubacion en medio Brackett sin Ca”. Solo hubo diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre las barras de letra diferente.

Grafica No. 2.

100 ESPERMATOZOIDES DE EPIDIDIMO COM/CaZ*

WFL1 «

i) 2 4 6 9 6+3

TIEMPO DE INCUBACION (HORAS)

Porcentaje de espermatozoides de cola de epididimo con fluorescencia positiva (unién de anexina V) a
diferentes tiempos de incubacién en medio Brackett con suplemento de Ca®. Hubo diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre las barras de letra diferente.

Grafica No.3

100 ESPERMATOZOIDES DE EPDIDIMO
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mCOM Ca2*

+
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& 40

20

TIEMPO DE INCUBACION (HORAS)

Porcentaje de espermatozoides de cola de epididimo con fluorescencia (FL) positivas incubados a
diferentes tiempos en medio Brackett con y sin Ca”. Las letras diferentes sobre las barras indican

diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Grafica No. 4

100 ESPERMATOZOIES DE EYACULADO SIN/Ca2*
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TIEMPO DE INCUBACION (HORAS) te

Porcentaje de espermatozmdes de eyaculado con FL (+), incubados a diferentes tiempo en medio
Brackett sin Ca®’. Las letras diferentes sobre las barras muestran diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05).

Grafica No. 5

100 - ESPERMATOZOIDES DE EVACULADO COM /Ca2 ®
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1
TIEMPO DE INCUBACION (HORAS)

% FL 1+

Porcentaje de espermatozoides de eyaculado con FL (+), incubados a diferentes tiempo en medio
Brackett con suplemento de Ca®. Las letras diferentes sobre las barras muestran diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).

Grafica No. 6

100 ESPERMATOZOIDES DE EYACULADO COH Y SIN ca2*
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O SNCel*

% FL 1+
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TIEMPO DE INCUBACION (HORAS)

Porcentaje de espermatozoides de eyaculado con FL positivas incubados a diferentes tiempos en
medio Brackett con y sin Ca’. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0 05).
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Grafica No. 7

ESPERMATOZOIDES DE EPIDIDIMO ¥
EVACULADO S1M/Cal*
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Porcentaje de espermatozoides de cola de epididimo y eyaculado con FL positiva incubados diferentes
tiempos en medio Brackett sin suplemento de Ca™. Las letras diferentes sobre las barras indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Grafica No. 8

ESPERMATOZOIDES DE EPIDIDIMO ¥
100 EVACULADO CONKCa2*

0 2 4 6 9 B+3
TEMPO DE INCUBACION (HORAS) 1o

Porcentaje de espermatozoides de cola de epididimo y eyaculado con FL positiva incubados diferentes
tiempos en medio Brackett con Ca®. Las letras diferentes sobre las barras indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).

Grafica 9.
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Porcenta;e de espermatozoides de cola de epididimo con reaccidén acrosomal incubados en medio con
y sin Ca*’ y con y sin ionodforo. Hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) entre las
barras de letra diferente.
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Grafica 10
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Porcentaje de espermatozoides de eyaculado con reacciéon acrosomal incubados en medio con y sin
ca” y con y sin ionéforo Hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0.01) entre las barras de
letras diferente.

Grafica 11
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Comparacion entre el porcentaje de espermatozoides de cola de epididimo y eyaculado incubados en
medio Brackett con y sin ca® y con y sin ionéforo (no hubo diferencias estadisticas significativas)
(p<0.05).

Grafica 12
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Porcentale de espermatozoides de cola de epididimo con reaccién acrosomal incubados en medio con
y sin Ca*" y con y sin ionéforo (se hizo la comparacién entre las dos técnicas) Hubo diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01) entre las barras de letra diferente.
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Grafica 13
ESPERMATOZOIDES DE EYACULADO
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Porcentaje de espermatozoides de eyaculado con reaccién acrosomal incubados en medio con y sin
Ca” y con y sin iondforo (se hizo la comparaciéon entre las dos técnicas) Hubo diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01) entre las barras de letra diferente.
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VIii.-DISCUSION.

Los espermatozoides de los mamiferos, incluyendo al humano, sufren una serie de
cambios antes de que adquieran su habilidad fertilizante. Los dos eventos mas
importantes son la capacitacién y la reaccidon acrosomal. Capacitacién, es la modificacion
post-eyaculadora de la superficie del espermatozoide, la cual ocurre fisiologicamente en el
tracto reproductivo femenino. Esta puede ser definida como los cambios bioquimicos de la
membrana plasmatica que le dan la preparacion al espermatozoide para efectuar la
reaccion acrosomal. (Yanagimachi, 1981). Durante la capacitacion hay una remocion
gradual o alteracion de las glicoproteinas periféricas, un rearreglo de las proteinas
integrales, una reduccién del colesterol membranal y también ocurren, cambios en la
distribucién y composicion de ciertos fosfolipidos de la membrana (Cooper, 1986;
Yanagimachi, 1988). Los cambios en la distribucién de los fosfolipidos de la membrana,
que han sido sugeridos por diversos autores (Yanagimachi, 1988; Cooper,1986), se hacen
evidentes en nuestros resultados, de la grafica No.2 y No.5 donde es claro que en los
espermatozoides de eyaculado y epididimo, incubados en un medio capacitante, se ilevan
a cabo movimientos de flip-flop en su membrana plasmatica, lo cual produce pérdida de la
asimetria membranal, presentando fosfatidilserina en la cara externa de la membrana
cuando normaimente solo esta en la cara interna (Farge, 1995). Este movimiento de flip-
flop, detectado en este caso, por la unién de Anexina V-FICT a la fosfatidilserina, es
mucho mas claro en las primeras 2 horas de incubacion, para espermatozoides de
eyaculado, y es hasta las 4 horas de incubacién cuando se observan cambios
estadisticamente significativos para el caso de los espermatozoides de cola de epididimo,
no obstante que para el resto de los tiempos las diferencias no fueron significativas, si
existe para los espermatozoides de ambas fuentes, una tendencia a aumentar la
exposicion de este fosfolipido. Estos experimentos demuestran que uno de los cambios
membranales que sufren los espermatozoides durante la capacitacion in vitro es el
movimiento de “flip flop” que se da en la membrana y que al menos la fosfatidilserina
modifica su posicidon de la cara interna, a la externa.

Se sabe que los espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo de especies como el
ratén, rata, carnero y conejo, tienen capacidad fertilizante (Knobil y col., 1994), sin
embargo también es cierto que el proceso de eyaculacién proporciona algunos cambios al

espermatozoide que han sido detectados con el uso de lectinas. Los espermatozoides son
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cubiertos por proteinas del plasma seminal producidas por las glandulas accesorias. Por
ejemplo, los espermatozoides del humano adquieren lactoferrina (Hekman y col., 1969) y
ferrisplan (Koyama y col., 1983), asi como proteinas de 140 000 daltones durante el
eyaculado. En el conejo se han encontrado proteinas de 20 000 daltones en los
espermatozoides de eyaculado pero no en los de epididimo (Oliphant G y col., 1979).

Muy probablemente, las sustancias que le proporcionan las glandulas accesorias a los
espermatozoides de eyaculado de conejo, les da una mayor susceptibilidad para
reaccionar mas rapido al proceso de capacitacion. Cuando en nuestro caso comparamos
espermatozoides de epididimo y de eyaculado (grafica No.8), aunque no presentaron
diferencias significativas en FL+ con respecto al tiempo entre ambos tipos de
espermatozoides, si se pudo observar que los espermatozoides de eyaculado
respondieron mas rapido (mayor incremento en la FL+), a la induccion in vitro de la
capacitacién espermatica.

El Ca®* extracelular, es requerido para inducir la capacitacion espermatica, aungue en
mucho menor concentracion que el que se requiere para la exocitosis acrosomal. El papel
que tiene el caicio sobre la membrana plasmatica del espermatozoide para iniciar Ia
reaccién acrosomal, podria ser su interaccién con el sulfato de colesterol de la membrana,
el cual ha mostrado que causa desestabilizacion de dicha membrana y forma
intermediarios fusogénicos (Cheethm vy col.,, 1990). Recientemente se ha podido
demostrar que en la capacitacion espermatica, se encuentran involucradas no solamente
modificaciones de la superficie celular del espermatozoide, sino que ademas se forman
filamentos de actina en la membrana plasmatica y en la cara externa de la membrana
acrosomal, también se fija una fosfatidilinositol 4, 5 bifosfato fosfolipasa C especifica y la
union de esta enzima es esencial para la fusién de la membrana plasmatica y acrosomal
externa, en la reaccién acrosomal (Spungin y col., 1995).

Los iones de calcio juegan un importante papel en algunos procesos fisioldgicos por su
habilidad para regular la estructura y funcién de las membranas celulares (Comar y col,,
1969) por sus acciones en algunas vias metabdlicas, particularmente aquellas
involucradas en los procesos de contractibilidad y metabolismo energético.

Desde hace algunos afios se ha estudiado, la participacién del calcio en eventos que
modifican a la céiula espermatica para que ésta adquiera su capacidad fertilizante. Asi se

ha demostrado su patrticipacion en la maduracién epididimaria (Morton y col., 1974 ), en la
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regulacion de su motilidad, en las propiedades membranales del espermatozoide
eyaculado (Morita y col., 1970), y finalmente en los cambios metabdlicos y estructurales
que acompafan a la capacitacién y la reaccion acrosomal (Yanagimachi y col., 1974;
Rogers y col., 1976, 1981).

Es conocido que el incremento en la concentracién del Ca®* citosdlico, inducido por
ionéforo A23187, o por incorporacion de Ca®" al medio, produce una distribucion al azar
de los lipidos de la membrana (Williamson y col., 1985 y Williamson, y col.,, 1992). El
desorden que se produce en la membrana ocasiona pérdida de la asimetria de los
fosfolipidos de la membrana y posteriormente la formacion de vesiculas. La relacion entre
vesiculacién y translocacion de fosfolipidos fue apoyada por experimentos que mostraron
brotes espontaneos y vesiculaciones en liposomas después de que una induccién en la
redistribucion transmembranal de fosfolipidos (Farge y col., 1992).

También des de hace tiempo se conoce que ciertos ionéforos como el A23187 son
capaces de unir y transportar cationes divalentes como el Ca’" a través de barreras
lipidicas, incluyendo membranas celulares (Case, y col, 1974), posteriormente se
demostro que este ionéforo era capaz de incrementar el contenido de cAMP en células de
la médula 6sea. En virtud de la conocida relacién del metabolismo del calcio con el cAMP,
algunos autores decidieron utilizar a este iondforo como inductor de la capacitaciéon
espermatica (Reyes y col., 1978). Actualmente se sabe que con el uso de A23187, se
induce la reaccién acrosomal por un mecanismo regulatorio intracelular que produce un
rapido y masivo influjo de Ca’.

En los experimentos del presente trabajo nosotros pudimos corroborar la importancia que
juega el Ca® en el medio de incubacién, para inducir la capacitacion y la reaccion
acrosomal In vitro, medido por el aumento en la FL. que se traduce como una mayor
exposicion de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana del a célula espermatica.
En la Gréafica No.3 podemos observar que a partir de las 2 horas de incubacién, siempre
hubo un comportamiento regular en cuanto a la FL de los espermatozoides obtenidos de
epididimo, que fueron incubados en presencia de Ca®. Las diferencias fueron
estadisticamente significativas, para todos los tiempos de incubaciéon . En esta misma
grafica podemos apreciar también el efecto de la presencia de ionéforo A23187, como
inductor de la reaccién acrosomal , es claro que es este experimento el ionéforo hizo

efecto solo en presencia de Ca** en el medio. En términos generales, el efecto del ca”
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en la capacitacion y la reaccion acrosomal fue similar en los espermatozoides de
eyaculado y en los espermatozoides de la cola del epididimo (Grafica No.6), sin embargo
en los espermatozoides de eyaculado solo hubo diferencias significativas por efecto del
Ca?, hasta las 9 horas de incubacién y cuando se adicion6 ionéforo al medio.

En los espermatozoides que fueron incubados sin Ca®', sélo se observé aumento
significativo de FL cuando se adicioné ionéforo de calcio A-23187 al medio de incubacién
con los espermatozoides obtenidos de epididimo (Grafica No.1), mientras que en los de
eyaculado la diferencia no fue evidente (Grafica No.4). Esta reaccion que tienen los
espermatozoides de epididimo, con un aumento en FL (mayor porcentaje de
espermatozoides reaccionados), al tratamiento de iondforo, se puede deber a la
movilizacién del calcio interno que promueve el ionéforo. Es muy probable que el ionéforo
A-23187 haya sido capaz de movilizar Ca®* citosdlico intrinseco de los espermatozoide y
asi provocar este incremento en FL. Esto coincide con lo que recientemente reportan
algunos autores (Spungin y col., 1996), quienes evidencian que tanto la membrana
plasmaética como la acrosomal contienen bombas de calcio las cuales remueven calcio del
citosol 6 bien debido a la combinacion de este fenémeno y el hecho de que posiblemente
exista una parte del proceso de la reaccién acrosomal ,independientemente de calcio,
como han reportado Leclerc y Kopf (1995) en experimentos realizados con
espermatozoides estimulados para sufrir reaccibn acrosomal con zonas pelicidas
solubilizadas, se ha demostrado una adenil ciclasa unida a la membrana del
espermatozoide, activada de manera calcio independiente (Leclerc y col., 1995), en otro
trabajo se sugiere que esta adenilato ciclasa puede elevar las concentraciones de cAMP y
en su momento abrir los canales de calcio del acrosoma. Esta movilizacién de Ca®,
puede generar el primer incremento en la concentracién de Ca®" en los sitios de fusion,
activando la unién de Fosfolipasa C a la membrana (Spungin y col, 1996).
Consistentemente con esto, se ha demostrado que la actividad de Fosfolipasa C es
inhibida por bloqueadores de los canales de calcio dependientes de voltaje, lo cual habla
de la dependencia que esta enzima hacia el Ca?* (Harrison y col., 1990). Las evidencias
anteriores permiten sugerir que los primeros momentos de Ia reaccién acrosomal pueden
ocurrir sin el influjo de calcio y inicamente con la movilizacidon del calcio intracelular, pero,
sin embargo se requiere de la presencia de Ca®’ en el medio para consumar la reaccion

acrosomal.
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En este trabajo, en todos los casos en los que se adiciond iondforo a las muestras de
espermatozoides previamente incubadas durante 6 horas en medio con ca” y después
de 3 horas de incubacién con el ionéforo, se observaron incrementos francamente
importantes en la FL. En las muestras de eyaculado con los mismos tiempos de
incubacion pero en ausencia de Ca’* se observé una diferencia significativa entre las
muestras incubadas por 6 horas y aquellas a las que se les incubd por 3 horas mas en
presencia de ionéforo.

La exocitosis que acompana a la reaccion acrosomal, es un proceso que al igual que en
otras células , no es totalmente entendido (Mellman,1994). Multiples fusiones entre la
membrana de las vesiculas exociticas (del acrosoma) y de la membrana plasmatica,
permiten la liberacién de enzimas hidroliticas, principalmente acrosina (Spungin y col.,
1996).

En estudios reportados con eritrocitos se han podido demostrar que los aminofosfolipidos
son transportados desde la cara externa hasta la cara interna de la membrana por una
enzima dependiente de Mg®* y ATP, la aminofosfolipido translocasa y que este
movimiento es el responsable de la distribucion asimétrica de los fosfolipidos en los
eritrocitos, asi como en la membrana de otras células eucaridticas (Devaux, 1990; Schroit
y col., 1991). La aminofosfolipido translocasa es bloqueada por vanadato o cualquier
inhibidor de ATP (Backer y col., 1987). Sin embargo un incremento en el Ca®* citosolico,
inducido por el tratamiento de los eritrocitos con A23187, promueve la distribucion
aleatoria de los lipidos en la membrana (Sulpice y col., 1994). El mecanismo por el cual el
Ca®" induce la redistribucion de los lipidos de la membrana se desconoce hasta ahora,
aunque Sulpice y col. (1994), encontraron que la extensa redistribucion de lipidos
ocasionada por el Ca®" coincide con el aumento en el nivel de fosfatidiiinositol 4,5-

bifosfato en la cara externa de la membrana de las vesiculas.

Cuando se compararon los datos de citometria en los que se tomé la capacitacién y la
reaccién acrosomal en funcién del porcentaje de espermatozoides que emitieron FL
positiva; con los porcentajes de espermatozoides reaccionados segtn la tincién con azul
de Comassic, se pudo comprobar que en todos los casos los datos de tincion mostraron

siempre las mismas tendencias que los datos por citometria.
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Los datos por tincion unicamente se leyeron después de 6 horas de incubacion en
presencia y ausencia de calcio y ionéforo. Como podemos ver en las graficas 12y 13 en
donde se puede observar la efectividad de ambos métodos para estimar la reaccion
acrosomal, la citometria de flujo mostré ser un método mas sensible para detectar
espermatozoides reaccionados. Esta respuesta era de esperarse dado que a través de
este método se pueden detectar cambios muy sutiles como es la presencia de
fosfatidilserina en la cara externa de las vesiculas formadas durante la reaccion
acrosomal. Para la mayoria de los tratamientos aplicados se observaron diferencias
estadisticamente significativas cuando se compararon ambos métodos, excepto cuando
en el tratamiento se incluyd el iondforo en el medio de incubacién; es probable que bajo
estas condiciones los cambios ocasionados en las membranas de los espermatozoides
sean tan evidentes que pueden ser igualmente detectados por ambos métodos.

IX.- CONCLUSIONES.

1.- El mecanismo de “flip-flop” se presenta en la membrana plasmatica del
espermatozoide, durante el proceso de capacitacion y reaccién acrosomal.

2.- La pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica del espermatozoide, es
favorecida de manera importante por la presencia de Ca** en el medio.

3.- No hay diferencias en la pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica, entre
espermatozoides de cola de epididimo y de eyaculado durante la capacitacién y reaccién
acrosomal.

4.- El uso de la anexina V marcada con fluorocromos es un método eficiente y sensible,

para evaluar por citometria de flujo los cambios membranales que se presentan en el
espermatozoide durante la capacitacion y reaccién acrosomal.
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