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Elacrosoma del espermatozoide de mamifero asemeja un lisosoma o un grénulio secretor. Estos organelos es-
tdn regulados mediante la inferaccion de nucledtidos ciclicos, calcio, calmodulina, microtiibulos y microfila-
mentos, por lo que se evalué su presencia y participacion en la reaccion acrosomal. Se utilizaron espermato-
zoides de cobayos Hartley adultos: 1. espermatozoide completos; 2, fraccién enriquecida de acrosomas, 3.
matriz acrosomal; 4. membranas acrosomales; 5. espermatozoides sin acrosoma; 6. cabezas; 7. flagelos-
piezas medias; 8. membranas plasmdticas; 9. membranas acrosomales externas, Procedimientos experimenta-
les: I. incubacion con AMPc, GMPc, progesterona y 17-G-estradiol, I, actividad de adenilil ciclasa, 111 iden-
tificacidn de proteinas contrdctiles, IV, distribucidn de calmodulina. Los resultados indicaron participacion
de nucledtidos ciclicos y hormonas esteroides en la regulacicn de la reaccion acrosomal; actividad de adenilil
ciclasa en las membranas acrosomales; 21.5 ug de calmoduiina/ 1P presencia de actina y tubulina en las frac-
ciones membranales, predominando en la fraccidn 9. Con estos resultados se propone un modelo para la re-
gulacion de la reaccion acrosomal.

CLAVES: Espermatozoide, reaccidon acrosomal,
capacitacién, exocitosis

Durante su transporte en el Gtero y la trompa de Fa-
lopio, los espermatozoides de mamifero experimen-
tan una serie de cambios bioguimicos, ultraestruc-
turales y funcionales que integran el proceso de ca-
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pacitaciébn.!? La capacitacién incluye varias etapas
secuenciales, que se realizan bajo estricto predomi-
nio estrogénico: la activacibn, que involucra un
cambio en la velocidad y patrbn de movimientos
flagelares; la capacitacién propiamente dicha, que
implica un cambio en las estructuras y por lo tanto
en las propiedades de las membranas plasmética y
acrosomal externa, entre otras, v la reaccibn acro-
somal. Las dos primeras fases de este proceso se lle-
van al cabo en el endometrio y la tercera en la re-
gibn ampular de la trompa de Falopio.!
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En los mecanismos moleculares involucrados en
la iniciacidn y regulacidén de la reaccién acrosomal
del espermatozoide de mamifero, participan tanto
componentes bioquimicos de la matriz acrosomal y
de las membranas acrosomales, asi como compo-
nentes biogquimicos y hormonales del microambien-
te periovulatorio de la trompa de Falopio.’

En esta tiltima etapa de la capacitacion se efectita
la secrecion o liberacion de las enzimas hidroliticas
contenidas en el acrosoma, seguidas por la fusibn y
vesiculacion de las membranas plasmatica y acroso-
mal externa, requisitos necesarios para que el esper-
matozoide penetre a través de las diferentes capas
que recubren al ovocito (cumulus oophorus, corona
radiata, zona pellucida), asi como para la interac-
cibn y fertilizacidn de la gameta femenina.

El acrosoma de los espermatozoides de mamifero
ha sido comparado ¢on un lisosoma o con un gra-
nulo secretor, debido a su origen, estructura y
expresién de funcién celdlars Estos organelos
tienen en comi(n la exocitosis, con caracteristicas
particulares en cada una de las estirpes celulares 4

Actualmente existen evidencias de que estos proce-
sos de secrecion estan regulados, tanto por nucleéti-
dos ciclicos endbgenos y exdgenos, asi come por hor-
monas esteroides, calcio y calmodulina; asimismo, el
ensamble y desensamble de microtibulos v microfi-
lamentos facilitan este evento.s En el espermatozoide
de mamifero existen informes relacionados con la
presencia tanto de actina como de microtabulos en ka
region de la cabeza$ por lo que es posible que en el
acrosoma (membranas y matriz acrosomales) de es-
tas celulas existan proteinas contractiles como tubuli-
na y actina, las cuales se ensamblan para formar
microtibulos y microfilamentos que participan en la
dindmica de la reaccidon acrosomal. En el presente es-
tudio se determiné cualitativa y cuantitativamente la
presencia de estas proteinas en el acrosoma,

Recientemente se ha demostrado la participacién
de la calmodulina en la regulacion de diversos siste-
mas enzimaticos y procesos celulares dependientes
de calcio en todas las estirpes celulares estudiadas
hasta ahora.” El espermatozoide de mamifero no ha
sido la excepcion® Por lo tanto, en el presente estu-
dio se incluyé la determinacibn cuantitativa y la
distribucion topografica de la calmeodulina en esta
célula.

Por otra parte, debido a que en el microambiente
periovulatorio de la region ampular de la trompa de
Falopio existen una relacibn precisa progesterona-
/estradioly? asi como una GMPc/AMPc,! se determi-
nd la participacion de estos primeros y segundos
mensajeros en la dinadmica de la reaccion acrosomal.

Finalmente, se propone que la interaccion de hor-
monas esteroides y nuclebtidos ciclicos con la
membrana plasmatica del espermatozoide, conjun-
tamente con la calmodulina, medulan la actividad
de la adenilil ciclasa en esta célula, con el cambio

consecuente en la concentracién intracelular de
AMPc y la polimerizacidn de proteinas contractiles,
los cuales a nivel acrosomal permiten que esta enti-
dad se comporte, en parte, como un granulo secre-
tor durante la reaccidn acrosomal,

Material y metodos

Se utilizaron como modelo experimental cobayos
Hartley, machos adultos, fértiles, los que fueron
sacrificados por dislocacion cervical. Los esperma-
tozoides se obtuvieron de la cauda de epididimo ins-
tilando 2 ml de NaCl-PQ, 0.154M, pH 7.4, a través
del conductor deferente, Las células se lavaron y
concentraron por centrifugacion (2x) a 300xg por 7
min, ajustando la concentracién a 10f células/ml.

A partir de esta suspension celular se obtuvieron
las signientes fracciones: 1. espermatozoides comple-
tos, 2. fraccidbn enriquecida de acrosomas, 3. matriz
acrosomal, 4. membranas acrosomales, 5. esperma-
tozoides sin acrosoma, 6, cabezas espermaticas, 7.
flagelos-piezas medias, 8. membranas plasmaticas, 9.
membranas acrosomales externas,

Fraccion 2: los espermatozoides se homogeneiza-
ron suavemente y se agitaron en voOrtex para
desprender los acrosomas. Esta fraccion (membra-
nas y matriz acrosomales) se recolectd en el sobre-
nadante después de centrifugar a 1000xg por 20 min
4°C. Fraccion 3: la fraccibn 2 se centrifugh a
100,000xg durante 30 min a 4°C y se recolectd el
sobrenadante, Fraccién 4: 1os acrosomas desprendi-
dos segln ¢l procedimiento descrito se pasaron por
un gradiente discontinuo de sacarosa.”’ Se recolectd
la interfase 0.9/1.08 M, y la fraccion se concentrd
por centrifugacion a 100,000xg durante 30 min a
4°C. Fraccién 5: se recuperd en el precipitado del
gradiente anterior, Las células se lavaron y con-
centraron por centrifugacidn a 300xg por 15 min a
temperatura ambiente (2x), ajustindose a 10¥
células/ml. Fracciones 6 y 7: se obtubieron a partir
de la fraccidn §, segin el método de Witkin y col.
Fracciones 8 y 9: los acrosomas se obtubieron por ¢l
método descrito v la suspension se estratifich sobre
un gradiente discontinuo de sacaresa (1.6, 1.3, 1.05 y
0.56 M), centrifugando a 164,000xg durante 90 min
a 4°C. La fraccidn 8 se recuperd de la interfase
0.56/1.05 y la fraccibn 9 de la 1.05/1.3 (trabajo en
prensa). Ambas fracciones se lavaron y concentra-
ron por centrifugacion a 174,000xg por 30 min a
4°C,

En las fracciones 1,3,4,8 v 9 se evaluaron activi-
dades enzimaticas consideradas marcadoras de
membranas y matriz acrosomal? y en todas las frac-
ciones se determinaron las concentraciones de
proteinas* y ADN" (Cuadro 1).

1. Regulacibn de la reaccién acrosomal por nucled-
tidos ciclicos ¥y hormonas esteroides,
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Cuadro 1

Membranas * Matriz * Membrana * Membrans Acro *
Acrosomales Acrosomal Plasm?tlu somal Externa
PROTEINAS
{mg/10® esper- 0.213 =+ 0.028 1.27 = 0.12 0.104 = 0.031 0.119 = 0.048
matozoides)
ADN No se detectd No se detectd No se detectd No se detectd
(ug/10F esper-
matozoides)
ACTIVIDADES
ENZIMATICAS
Ca*+ - ATPasa # 5246+ 17.7 109« 4.8 81.3x 314 41.4 = 10.4
Na+, K* -ATPasa # 72.34 + B.68 248+ 11.4 101.3 = 46.9 395+ 21.2
Hialuronidasa r 264 £ 30 15250 + 1283 No se determind No se determind
Acrosina § No se detectd 8.5+ 0.5 No se determind No se determind

# nmolas Pi‘min/mg de proteina.

x Unidades. Una unidad es la cantidad de enzima necesaria para digerir 4cido hialurénico en la misma proporcidn que se obtiene con

1 pg de hialuronidasa estandar purificada.!2

§ Unidades. Una unidad es la cantidad de enzima necesaria para

por minuto.'?

* Los datos representan ¢l promedio + D.E. de 6 determinaciones.

Alicuotas de 25 x 10 espermatozoides de la frac-
cibn 1 se incubaron en Medio Capacitante Minimo
(MCM) durante 4h a 37°C, en 5% CQ, + aires A
este sistema se adiciond en experimentos por sepa-
rado: Ca++ (1.25mM) y progesterona o 17-3-
estradiol (5-100nM); Ca++ (1.25mM) y AMPc o
GMPc (10-100 uM); Ca++ (1.25mM) y progestero-
na (250M)-GMP¢ (100uM) o estradiol (nM)-AMPc
(100uM).

Como control se utilizaron espermatozoides incu-
bados en MCM y Ca+ +. La reaccidbn acrosomal se
evalud con microscopia de contraste de fases

2. Evaluacion bioquimia de la actividad de adeni-
lil ciclasa,

Se utilizd la fraccidn 4 v la metodologia descrita
por Peterson y col.* considerando: a) el efecto de
Mn++ como cofactor (2.5-10mM); b) diferentes
concentraciones de sustrato (1-3mM), en condi-
ciones basales ¥ en presencia del cofactor; c) dife-
rentes tiempos de incubacibn {10-30min}; d) el efec-
to de la temperatura (30 y 37°C) y ¢) el comporta-
miento con respecto a pH (6.0-9.0). El AMPc¢ for-
mado se evalud por radioinmunoandlisis, utilizando
reactivos de Amersham.

3. Identificacibn de proteinas contractiles en el
acrosoma.

Para este objetivo se conjugd: a) el analisis
electroforético de las fracciones 3 y 4;'¢ b) la inmu-

hidrolizar 1 zmola de! éster etilico de la N-benzoil-L-argina {(BAEE)

nofluoresencia con anticuerpos monoclonales para
o-tubulina, S-tubulina y actina'’!® en espermato-
zoides intactos y con reaccién acrosomal y c) el ra-
diocanalisis utilizando los mismos anticuerpos mo-
noclonales, acoplados con IgG-1'2 (10pCi/ug de
proteina),”’'¢ en las fracciones 3,4,8 ¥y 9.

4. Evaluacion de la distribucién subcelular de cal-
modulina,

La calmodulina se extrajo de las fracciones 1,3-7
y su concentracion se determind mediante radioin-
munoanalisis.® Los anticuerpos monoclonales, la
IgG-D2 y los reactivos para radioinmunoanélisis de
AMPc¢ y Calmodulina se obtuvieron de Amersham;
los demas reactivos se obtuvieron de Sigma Chemi-
cal Co. y Merck,

Resultados

Cuando los espermatozoides se incubaron en pre-
sencia de esteroides o nucledtidos ciclicos, las con-
centraciones mas eficientes para regular la reaccion
acrosomal fueron 25 mM para progesterona, 5 nM
para 17-3-estradiol y 100 xM para AMPc o GMP<.
En el caso de la progesterona y el GMPc¢, ambos
compuestos indujeron un incremento significativo
(p < 0.005) en el porcentaje de células con reaccién
acrosomal, efecto que fue mas evidente cuando se
incubaron los espermatozoides con los dos com-
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puestos simulthneamente. En contraste, tanto 17-5-
estradiol como AMPc disminuyeron la proporeidon
de células con reaccidén acrosomal (p < 0.0005),
siendo esta inhibicibn mayor cuando se incubo si-
multdneamente con ambos compuestos. (Cuadro 2).

Por otra parte, en las membranas acrosomales se
determind la actividad de adenilil ciclasa. Las con-
diciones éptimas de incubacibn incluyeron la pre-
sencia de Mn++ como cofactor a concentracion de
10 mM y ATP 2 mM; el tiempo dbptimo de incuba-
cion fue de 15 min a 30°C, conun pH de 7.8. La ac-
tividad especifica obtenida en estas condiciones fue
de 4.00 nmolas de AMPc¢/min/mg de proteina.

Se encontraron en el espermatozoide de cobayo
21.5+ 3.7 ug de calmodulina/ 108 células. La mayor
concentracion de calmodulina se localizd en la frac-
cién de cabezas de espermatozoide, seguida por la
presente en la matriz acrosomal, piezas medias-
flagelos y membranas acrosomales. (Cuadro 3)

Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-
SDS se identificaron proteinas con caracteristicas
de movilidad reiativa y peso molecular aproximado
simulares a las conocidas para actina y tubulina.
(Fig. 1). Asimismo, subsecuentemente se localiz6 a
la tubulina asociada preferentemente con las
membranas, principalmente en la fraccibn de

Cuadro 2

Regulacion de la reaccion acrosomal del espermatozoide de cobayo mediante
esteroides ¥ nucleotidos ciclicos

Tratamiento % Reaccion acrosomal
{(Induccibn) (Inhibicién)
CONTROL —_ 67 = 3 (0%) 67 £ 3 (0%)

PROGESTERONA (P,) 76+ 4 (13%) * —_
GMPc¢ 83 2 (24%)# —_——

P, + GMPc 90+ 3 (34%)# -
17-3-ESTRADIOL (E,) - 52+ 2(22%)
AMPc¢ —_— 49 + 4 (27%)
E +AMPc¢ 40 + 3 (40%)

* p < 0.005 en relacidn al control. Prueba t de Student
# p < 0.000% en relacidn al control. Prueba t de Student

Cuadro 3

Distribucién Subcelular de calmodulina, proteina y ADN en los espermatozoides de cobayo

ESPERMATOZOIDE COMPLET(Q
ESPERMATOZOIDE SIN ACROSCMA
CABEZAS

Calmodulina® Proteinas § ADN *

25.1 £ 3.7 (100%) 2.10 + 0.21 338.0 £ 35.1
13.6 =+ 4.0 0.82x 0.01 2816 £ 20.9
9.1 £ 2.6 (46%) 0.43 + 0.11 2822+ 17.2
1.5 + 0.4 (7.6%) 0.32+ 0.09 N.D.

PIEZAS MEDIAS Y FLAGELOS
MEMBRANAS ACROSOMALES
MATRIZ ACROSOMAL

0.16 £ 0.05 (0.8%) 0.213 + 0,028 N.D.
11.0+ 1.3 (43.3%)

1.27 £ 0.12 N.D.

* ug/10% espermatozoides
§ mg/10* espermatozoides
N.D. = no se detectd

Los datos representan el promedio + D.E. de 6 determinaciones
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membrana acrosomal externa, predominando la su-
bunidad « de esta proteina (4/1 en relacion con la
A-tubulina (Cuadro 4). También se localizd tubu-
lina soluble en la matriz acrosomal, con una rela-
cion «/8 de 2/1, (Cuadro 4).

Por otra parte, ¢l patrén de distribucién de la
fluoresencia en los espermatozoides con reaccibn
acrosomal indicd la presencia de tubulina en la
membrana acrosomal interna; sin embargo, es de
llamar la atencidbn que este patréon se observo sola-
mente con el anticuerpo anti S/tubulina. (Fig. 2).

Los resultados de la electroforesis, (Fig. 1) asi co-
mo la interaccidén del anticuerpo anti-actina con los
espermatozoides y las membranas acrosomales
(Fig. 2, Cuadro IV) indican que el acrosoma de los
espermatozoides de cobayo posee un tipo de actina
no muscular. Sin embargo, los resultados de inmu-
nofluoresencia indirecta indicaron que la actina se
localizd solamente en a membrana acrosomal inter-
na. {Fig. 2).

Discusion

Con base en estudios tanto in vive como in vitro,
varios investigadores han sugerido que en la regula-

P.M.

MEMBRANAS
160,000 ACROSOMALES ——

MATRIZ

ACROSOMAL  ------
68,000 - =

TUBULINA

45,000 |

7> ACTINA
25,000 +

/=550nm

mooof TG -

Fig. 1. Perfiles densitométricos caracteristicos, obtenidos a 550
nm, de los geles de poliacrilamida-SDS que contenian proteinas
obtenidas de membranas acrosomales y matriz acrosomal, segin
se describe en Iz seccibn correspondiente. En la barra vertical es-
tan colocados tos marcadores de peso molecular segin su com-
portamiento electroforético bajo las condiciones experimentales
utilizadas.

cibn de la reaccibn acrosomal participan tanto com-
ponentes propios de las estructuras acrosomales,
como del microambiente con que interaccionan los
espermatozoides, incluyendo péptidos del liquido
folicular, dei cumulus y de la zona pellucida 23462

En mamiferos, los nuclebtidos ciclicos participan
en este proceso. De acuerdo a los resultados abteni-
dos, (Cuadro 2), los cambios en la proporcidn de es-
tos compuestos, asi como la presencia de calcio pa-
recen ser efectores de la induccion de la reacciéon
acrosomal. El AMPc exbgeno puede ejercer su efec-
to al unirse a receptores membranales en la region
apical de la cabeza, los que parecen estar asociados
con la activacidon de las proteinas cinasas, fosfo-
rilando componentes de esta entidad, lo que a su
vez se traduce en cambios en el transporte de iones y
sustratos,!

Por otra parte, no obstante que generalmente se
asume que los esteroides difunden pasivamente ha-
cia el citosol para interaccionar con receptores ci-
toplasmaticos, se ha demostrado que estas hormo-
nas poseen receptores en la membrana celular y que
esta interaccion induce cambios en las propiedades
biofisico-gquimicas v las funciones mebranales.le.2!
De acuerdo a los datos obtenidos en este estudio, es
posible que durante las dltimas etapas de la capaci-
tacion, la interaccibn especifica de progesterona y
17-3-estradiol con las membranas acrosomales mo-
dule la refacion GMPc/AMPc intraacrosomal nece-
sa_rila para que se lleve a cabo la reaccién acroso-
mal.

«< TUBULINA

} TUBULINA

Fig. 2. Representacion esquemaética de los patrones de fluoresce-
cia observados al incubar espermatozoides de cobayo en presen-
cia de anticuerpos monoclonales anti a-tubulina, anti 3-tubulina
y anti actina, e 1gG-Fluoresceina, El esquema se construyo a par-
tir de las imagenes observadas en el microscopio de fluorescen-
cia. Los esquemas corresponden a los espermatozoides antes y
después de la reaccibn acrosomal.
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Cuadro 4

Uni6n de los anticuerpos monoclonales para proteinas contractiles a las fracciones de acrosoma®

Anti a-Tubulina Anti 3-Tubulina  Anti Actina
FRACCION DE MEMBRANAS
PLASMATICA 19.5+ 1.8 48+ 1.1 60x1.6
ACROSOMAL EXTERNA 472+ 3.7 11.8x 1.6 7.9+ 1.9
FRACCION DE MATRIZ ACROSOMAL 128+ 1.6 67+ 1.5 N.D

* ng de anticuerpo unido/gg de proteing
Promedio + D.E. de 6 determinaciones
N.D. = No se detectd

Debido a que la presencia de adenilil ciclasa en las
membranas acrosomales ha sido determinada tanto
bioquimica (resultados de este trabajo) como
histoquimicamente {manuscrito en preparacion), el

lFl |IIE
ACTINA  ~—» MICRO
FILAMENTDS
TUBULINA  —~—= MICRO
TUBULOS
CALCID mﬂm
{ caLmoDuLING
/—rGTP
NUCLEOTIDOS E it
CICLICOS &NPc
\_/1
4
AMPe
ESTEROIDES {5
3
§ ATP
EMZIMAS HIDROLITICAS
=

Fig. 3. Modelo esquemético desarrollado para explicar parte de
los mecanismos moleculares que participan en la regulacion de la
regceidn acrosomal,

efecto de la interaccidn esteroide-receptor-membra-
nas pudiera llevarse a cabo a través de la regula-
cion de la actividad de esta enzima, segiin lo obser-
vando) en ovocitos de Xenopus laevis.22 Sin embar-
go, la actividad de adenilil ciclasa en el acrosoma
podria estar modulada también a través del
complejo calcio-calmodulina, como sucede en otras
estirpes celulares.’

Los resultados de la distribuciébn topografica
cuantitativa de calmodulina en el espermatozoide
de cobayo, apovan substancialmente las evidencias
previas de la presencia de esta proteina en estas cé-
lulas, obtenidas mediante inmunofluorescencia in-
directa.?? _

El requerimiento de calcio para que se lleve a ca-
bo la reaccidn acrosomal en los espermatozoides de
mamifero esta bien documentado.? Por lo tanto, la
calmodulina podria tener un papel modulador en
este proceso, ya que esth presente en la regidn acro-
somal y se ha demostrado que regula la actividad de
enzimas involucradas en este evento. 2

Por otra parte, tanto el complejo calcio-
calmodulina como los nucledtidos ciclicos partici-
pan concertadamente en la regulacién de la polime-
rizacion de la tubulina y la actina en todas las célu-
las estudiadas,’? incluyendo posiblemente al acro-
soma del espermatozoide. La identificacién cuali y
cuantitativa de proteinas contractiles en este orga-
nelo, tanto solubles como unidas a membrana con
una relacion «/8 tubulina similar a la comunicada
en membranas,” (Cuadro 4) apoya substancial-
mente la participacién de estructuras tubulares y
microfilamentos en la reaccion acrosomal, como ha
sido sugerido$ Estas proteinas parecen regular alls
miltiples procesos, como la contraccion,’ el acerca-
miento de las membranas para su fusion,? la fija-
cibn y transporte de las enzimas hidroliticas conte-
nidas en el acrosomat o la movilidad de componen-
tes membranales como los receptores,? entre otros,
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En la figura 3 se presenta un modelo esquematico
que resume la discusion de los resultados obtenidos,
con la finalidad de explicar la parte propuesta de los
mecanismos moleculares que participan en la dina-
mica de la reaccidn acrosomal del espermatozoide
de mamifero.
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