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RESUMEN 

La reacción acrosomal (RA) es un proceso de exocitosis que sufren los 

espermatozoides de los mamíferos y que es necesario para la fertilización, ya que los 

espermatozoides que aun no sufren RA no pueden penetrar la zona pelúcida ni 

fusionarse con el oolema. La RA involucra la fusión y la vesiculación de las membranas 

plasmática (MP) y acrosomal externa (MAE), es un proceso dependiente de calcio 

(Ca2+), por lo que proteínas que unen Ca2+ podrían estar involucradas en los 

mecanismos moleculares de la RA. Dos proteínas que unen 6a2+; calmodulina (CaM) y 

calreticulina (CRT), son importantes mediadores del Ca2
+ intracelular en células 

eucariotas. Es conocido que ambas proteínas regulan la actividad de otras proteínas 

asociándose a ellas, como el caso de PKC, CaM cinasa y del receptor para el inositol 

(1,4,5) trifosfato (InsP3 R). CaM es un inhibidor endógeno de la función del InsP3R, 

mientras que CRT modula la actividad del InsP3R en ovocitos de Xenopus. En los 

espermatozoides de los m~míferos, CaM y CRT se han localizado en la región 

acrosomal y aunque se ha sugerido su participación en la RA, el mecanismo por el cual 

ambas proteínas regulan la RA, es pobremente entendido. Por lo que en el presente 

trabajo se propuso estudiar: 1) el efecto de CaM y CRT en la RA, 2) a que proteínas 

de las membranas espermática se asocian CaM y CRT, y 3) si CaM y CRT se 

encuentran asociadas a el InsP3R. 

En un modelo de espermatozoides permeabilizados con estreptolisina O (sptz­

SLO), e incubados en un medio Tyrode sin Ca2
+, CaM y CRT mostraron efectos 

antagónicos, CRT incrementa la RA de manera dependiente de concentración, mientras 

que CaM inhibe la RA también de manera dependiente de la concentración. Ambas 

proteínas tuvieron un efecto máximo a la concentración de 200 ~g/ml. Para saber si las 

proteínas añadidas se asocian a los sptz-SLO, ellas fueron localizadas por 

inmunofluorescencia indirecta (IFI). En sptz-SLO, CRT no fue encontrada y CaM se 

encontró en la región acrosomal y a todo lo largo del flagelo. El análisis de los sptz­

SLO tratados con CRT mostraron que la proteína se asocio a la región acrosomal. Un 

control realizado con espermatozoides no permeabilizados, mostró que CRT y CaM no 
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se asocian a la superficie externa de los espermatozoides. El análisis por western blot 

(Wb) del medio de incubación de los sptz-SLO reveló solo la presencia de CRT. 

Resultados similares fueron obtenidos en espermatozoides de otras especies: ratón, 

rata, hámster, conejo y jerbo. 

Con el fin de determinar a que proteínas de las membranas espermáticas se 

asocian CaM y CRT, se realizaron detecciones por overlay sobre membranas 

espermáticas, usando CaM o CRT biotiniladas. Los resultados muestran que ambas 

proteínas se asociaron a proteínas provenientes de las membranas espermáticas, las 

cuales mostraron movilidades relativas (Mrs) similares. El análisis por. Wb de las 

proteínas inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-CaM y proteínas aisladas usando 

sefarosa-CRT, mostraron que una de las proteínas que se asocia tanto a CaM como a 

CRT es el InsP3R. Interesantemente otra proteína que fue coinmunoprecipitada con 

CaM fue sinapsina 1. Por Wb se determino la presencia del InsP3R en la MAE y la de 

sinapsina I en la MP y MAE. Los resultados fueron confirmados por IFI en 

espermatozoides carentes de MP, donde el InsP3R, sinapsina " CaM y CRT fueron 

localizados sobre la MAE. Los resultados aquí mostrados sugieren una hipótesis para 

explic~r el antagonismo de ambas proteínas durante la RA; es posible que CaM pudiera 

inactivar al InsP3R presente en la región acrosomal de los espermatozoides del cobayo 

durante la capacitación, mientras que la apertura del InsP3R es activada durante la RA 

por ellnsP3 y modulada por CRT. Por toro lado, se ha sugerido que el acrosoma es un 

almacén de Ca2
+, aunque es desconocida la forma en que el Ca2

+ es almacenado en el 

acrosoma, nosotros sugerimos que dada la alta capacidad de la CRT para asociar Ca2
+ 

y su presencia en la MAE, ella es la principal proteína que almacena Ca2
+ en el 

acrosoma. También sugerimos que la presencia de sinapsina I en la MAE pudiera estar 

asociando al citoesqueleto cortical con la MAE y que su función pudiera estar regulada 

por CaM. 
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INTRODUCCiÓN 

Los espermatozoides de los mamíferos son células altamente polarizadas que 

consisten de dos partes esencialmente, la cabeza y el flagelo. El espermatozoide está 

rodeada por la membrana plasmática, y esta ha sido diferenciada en cinco regiones 

especializadas: la región acrosomal, la región ecuatorial, la región postacrosomal, la 

pieza media y la pieza principal (Bedford y Hoskins, 1990) (esquema 1). A cada 

región de la membrana plasmática se le considera con una función especializada, así 

como con una composición de lípidos y proteínas específica para proveer un ambiente 

adecuado para cada función (Holt, 1984; Peterson y Russell, 1985). La cabeza 

espermática contiene al núcleo, al acrosoma y una baja cantidad de citosol, y está 

involucrada en la interacción con el óvulo. La pieza media que contiene a las 

mitocondrias, está involucrada en la producción de energía y en conjunto con la pieza 

principal, en la motilidad espermática. 

CAPACITACIÓN 

Los espermatozoides de los mamíferos no tienen la capacidad de fertilizar al 

óvulo inmediatamente después de la eyaculación, por lo que requieren de un periodo de 

incubación en el tracto reproductivo de la hembra para adquirir la capacidad de 

fertilizar. Durante este tiempo, los espermatozoides sufren un proceso de preparación 

no bien definido, conocido como capacitación. No está establecido un marcador que 

claramente demuestre la capacitación, sin embargo, se han observado varios cambios 

intracelulares que se conoce que ocurren durante este periodo, dentro de los que se 

incluyen; un incremento del metabolismo energético, incremento en la fluidez de la 

membrana, eflujo de colesterol, cambios intracelulares en las concentraciones de Ca2
+, 

HC03- , AMPc, fosforilación de proteínas y cambios en los patrones de nado y motilidad 

quimiotáctica (Yanagimachi, 1994; Visconti y col., 2002). Estos eventos son llevados a 

cabo posiblemente por la activación de una o más vías de señalización, en las cuales 

el eflujo de colesterol de la membrana plasmática es muy importante, ya que 

incrementa la permeabilidad a los iones HC03 - y Ca2
+, conduciendo a la activación de 
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cabeza 

flagelo 

acrosomal1 región acrosomal 

2 región ecuatorial 
núcleo 

} 3 región postacrosomal 

pieza media 

-=-------",.rni1tn,.nndrias) 

--!P- membrana plasmática 

4 pieza principal 

} 5 pieza final 

Esquema (1). Esquema general de los espermatozoides de los mamíferos. 
El espermatozoide está rodeado por una membrana plasmática y ésta ha 
sido diferenciada en cinco regiones especializadas: la región acrosomal, la 
región ecuatorial, la región postacrosomal, la pieza media y la pieza 
principal (Bedford y Hoskins, 1990). 
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la adenilato ciclasa (AC), a la subsecuente activación de la proteína cinasa A (PKA) por 

AMPc y a la consecuente fosforilación de proteínas en tirosina (Visconti y coL, 2002). La 

fosforilación de proteínas en tirosina también puede ocurrir vía la activación de un 

receptor del factor de crecimiemto epidermal (EGFR), presénte en la cabeza de los 

espermatozoides del bovino (Lax y coL, 1994). La fosforilación está relacionada con la 

polimerización de actina-F y la migración de la fosfolípasa C (PLC) del citoplasma a la 

membrana plasmática (Breitbart, 2002). Una vez que los espermatozoides han sido 

capacitados, pueden interaccionar con las envolturas del óvulo y entonces llevarse a 

cabo la reacción acrosomal (RA). 

REACCIÓN ACROSOMAL 

Los espermatozoides de los mamíferos poseen una estructura en forma de saco, 

llamada acrosoma, la cual se deriva del complejo de Golgi, que se encuentra sobre la 

región anterior del núcleo. El acrosoma está delimitado por una membrana que se le 

denomina como acrosomal externa (MAE) adyacente a la membrana plasmática y la 

acrosomal interna (MAl), cercana a la envoltura nuclear. En su interior, la matriz 

acrosomal contiene enzimas hidrolíticas que son necesarias para la degradación de" las 

envolturas del óvulo (Yanagimachi, 1994). Las principales enzimas contenidas en el 

acrosoma son: la acrosina/proacrosina, la hialuronidasa, la neuraminidasa, las 

fosfolipasas A, C y O, la catepsina O y la acetilglucosaminidasa. Algunas de ellas 

participan en la degradación de las envolturas del óvulo durante la fertilización (Austin, 

1982; Yanagimachi, 1988). 

Morfológicamente la RA ocurre en varios pasos (Figura 2): (~) cabeza intacta del 

espermatozoide, (b) fusión de la membrana plasmática y la acrosomal externa en 

múltiples sitios y con el inicio de la dispersión del contenido acrosomal, (c) formación de 

vesículas mixtas y su liberación al medio extracelular y I~ completa liberación de las 

enzimas y otros componentes contenidos en la matriz acrosomal, con la consecuente 

pérdida del acrosoma, quedando así expuesta la MAL (d) La integridad del 

espermatozoide se mantiene con la fusión de la MP y un residuo de la MAl, a nivel del 

segmento ecuatorial (Dura y Toshimori, 1990). Una vez que sucede la RA, los 
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CA------'l~ 

MAI---+ffl 

MA E----+f-II 
NUC---Hift-­
MP-

(a) (b) 

.. 
. . . ' .. 

. i~~"\ · •• · 
( c) (d) 

Esquema (2). Pasos de la reacción acrosomal (RA). (a). Cabeza intacta del 
espermatozoide, (b) fusión de la MP y la MAE en múltiples sitios e inicio de 
la dispersión del contenido acrosomal c) formación de las vesículas mixtas y 
la completa dispersión del contenido acrosomal, (d) cabeza del 
espermatozoide después de la RA, donde parte de la MAE perteneciente al 
segmento ecuatorial permanece después de la RA. Cápsula acrosomal (CA), 
Membrana acrosomal externa (MAE), núcleo (NUC) y membrana plasmática 
(MP). 
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espermatozoides adquieren un nuevo dominio de fusión, en la MP sobre la región 

ecuatorial el cual puede ser reconocido por los receptores presentes en el oolema 

(Saling y coL, 1980) (ver esquema 2). 

La RA es un proceso de exocitosis regulada, ya que es inducida por dos 

moléculas que han sido reconocidas como efectora~ naturales de la RA; la 

progesterona (P) que es secretada por la de las células de la granulosa que constituyen 

el cumulus oophurus, y la glicoproteina lP3 que es una molécula constitutiva de la zona 

pelúcida (Kirkman-Brown et aL, 2002). Debido a que morfológicamente la RA involucra 

puntos de fusión entre la membrana plasmática y la membrana acrosomal externa 

(Allen y Green, 1997; Gur y coL, 1998). La RA ha sido considerada un proceso de 

exocitosis, similar al de las células exocrinas somáticas. Ambos procesos son similares 

con respecto a su dependencia de un influjo de calcio y a la ausencia de partículas 

intramembranales en los sitios de exocitosis (Martín, 1997), así como a la presencia 

de algunas proteínas involucradas en la exocitosis, presentes en el espermatozoide y 

que podrían participar en la RA, tales como: la sinaptogamina, las anexinas, la 

calmodulina y las proteínas que se unen a calmodulina (CAPs). Sin embargo, la RA 

difiere de la exocitosis regulada de las células somáticas en que: 1) la RA involucra la 

pérdida de parte de su membrana plasmática y acrosomal externa, y2) en la RA, los 

sitios de exocitosis son pobres en colesterol (Dura y Toshimori, 1990; Parks y 

Ehrenwal,1990). 

EL CALCIO EN LA CAPACITACiÓN Y EN LA REACCiÓN ACROSOMAL 

Durante la capacitación de los espermatozoides de los mamíferos incluyendo al 

del ser humano (Baldi y coL, 1991; García , y Meizel, 1999) se incrementa la 

concentración del calcio intracelular ([Ca2+]¡) (Yanagimachi, 1994). El mecanismo que 

regula el influjo de Ca2
+ durante la capacitación es desconocido, se ha sugerido que el 

Ca2
+ entra a los espermatozoides de forma pasiva, como consecuencia del cambio de 

permeabilidad en la MP provocado por un eflujo de colesterol (Langlais y Roberts, 

1985). También se ha propuesto que el influjo de Ca2
+ es mediado por un canal de 

Ca2
+, el cual es regulado por la hiperpolarización de la membrana plasmática durante la 
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capacitación (ver Darszon y coL, 1999). Por otro lado, entre los mecanismos que 

regulan la [Ca2+]i en los espermatozoides y que están asociados a la MP, se 

encuentran: la Ca2+-ATPasa, la cual actúa como una bomba de extrusión de Ca~+ 

(Fraser, 1992), un sistema intercambiador de Ca2+¡H+ y un antiporter Na+¡ Ca2+ 

(Fraser, 1995), 

Por varios años se sugirió, que los espermatozoides no poseían almacenes de 

calcio intracelular, ya que carecen de retrculo endoplásmico. Sin embargo 

recientemente se ha comunicado que durante la capacitación:,: el Ca2+ citosólico es 

activamente transportado áel citoplasma a la matriz acrosomal, actividad que es 

realizada por una bomba de Ca2+, dependiente de ATP presente en la membrana 

acrosomal externa (Dragivela y coL, 1999; Dorval y coL, 2002). La bomba es sensible a 

la tapsigardina, una droga que inhibe específicamente a la bomba de Ca2+ del 

retículo endoplásmico en otros tipos celulares (Thastrup y coL, 1990). La inhibición de 

la Ca2+ -ATPasa acrosomal, causa un incremento de Ca2+ citosólico, primero en la 

cabeza y después en la pieza media, ésto solamente en presencia de Ca2+ 

extracelular. Tal incremento es capaz de inducir la RA en espermatozoides capacitados 

(Blackmore, 1993; Meizel y Turner, 1993; Spungin y Breitbart, 1996; Wiesner y coL, 

1998; Parrish y coL, 1999). Los efectos antes señalados de la tapsigarina sobre el 

espermatozoide, dieron la primera indicación de la existencia de almacenes de Ca2
+ 

intracelulares en los espermatozoides de los mamíferos. El Ca2+ almacenado en el 

acrosoma (Ca2+ A) durante la capacitación parece tener una papel relevante en la RA, ya 

que se sugiere que durante este proceso el Ca2+ A es liberado a través del receptor de 

IP3 (IP3R) presente en la MAE (Walensky y Snyder, 1995; Kuroda y coL, 1999; Minelli y 

coL, 2000; Naaby-Hansen y coL, 2001). Se ha sugerido, que el Ca2+A una vez que se 

encuentra en el citoplasma, activa a los canales SOC (por sus siglas en inglés: store­

operated Ca2
+ channels), los cuales a su vez permiten el paso del Ca2+ extracelular 

(entrada de calcio de manera capacitativa), el cual es necesario para que la RA se lleve 

a cabo (O'toole y coL, 2000; Darzon y coL, 1999). 

El IP3R funciona como un canal de Ca2+ activado por IP3, el receptor está 

asociado a los almacenes intracelulares de Ca2+ como el retículo endoplásmico, el 

sarcolema y los calcisomas en otros tipos celulares. IP3 induce la apertura de11P3R, lo 
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que libera el Ca2
+ almacenado, hacia el citoplasma (Thrower y col., 2001) . En el 

mecanismo de regulación del IP3R fuertes estudios soportan la hipótesis que están 

involucradas la calmodulina (CaM) y la calreticulina (CRn, dos proteinas que regulan la 

concentración del [Ca2+]i. La primera inactiva la apertura del canal no permitiendo la 

unión de IP3 allP3R (Patel y col. 1997), mientras que de la segunda se ha sugerido que 

prolonga la apertura dellP3R (Xu y col., 1994). Por otro lado, ellP3R ha sido localizado 

en la MAE de espermatozoides de varias especies: humano, ratón, bovino y erizo de 

mar (Walensky y Snyder, 1995; Kuroda y coL, 1999; Minelli y col., 2000; Naaby-Hansen 

y coL, 2001; Zapata y col. 1997), aunque el mecanismo de regulación dellP3R durante 

la capacitación y la reacción acrosomal es desconocido. Sin embargo, se sabe que el 

IP3 es producido por las fosfolipasas Cp y Cy justo antes de que la RA se lleve a cabo 

(ver Roldan, 1998; Breitbart y coL, 2002). Ambas fosfolipasas son transladadas a la MP 

durante la capacitación y activadas justo antes de la ,RA (Spungin y Breitbart, 1995; 

Spungin y col., 1996; Roldan, 1998). Lo anterior sugiere la posibilidad de que el IP3R 

esté inactivo durante la capacitación. 

Por otro lado, se ha sugerido que la unión de la glucoproteina ZP3 a su receptor 

espermático, el cual a la fecha es desconocido, activa al menos dos diferentes tipos de 

receptores en la membrana plasmática de la cabeza del espermatozoide, uno de ellos 

es un receptor acoplado a protefna Gi que puede activar tanto a la PLCP1 como a la 

adenilato ciclasa (AC) (Breitbart y col., 2002). El otro es un receptor con actividad de 

tirosina cinasa (TKR) que puede activar canales de Ca2
+ y a la PLCy (revisado por 

Wassarman, 1999; Baldi y col., 2002). La activación de cada una de estas protefnas 

tiene un papel relevante en la RA; el incremento de AMPc activa a la PKA, la cual a su 

vez activa canales de Ca2
+ en la MAE, los cuales en conjunto con los canales de Ca2+ 

tipo L o T, conllevan a un incremento transitorio de Ca2+ en el citoplasma (OToole y 

col., 2000), el cual posiblemente es requerido para la producción de IP3 y DAG a través 

de la activación de las fosfolipasas C o D. Por otro lado, el 1P3 induce la apertura del 

IP3R, que como se mencionó anteriormente, permite la liberación del Ca2
+A y ·Ia • 

activación de los canales SOC (Oloole y coL, 2000). 
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Después de que la RA ha sucedido, la membrana acrosomal interna queda 

expuesta, y se forma un nuevo dominio en la MP que cubre el segmento ecuatorial y la 

región postacrosomal, el cual, como indicamos anteriormente, es muy importante para 

la interacción de la MP del espermatozoide con el oolema (Glander y Haustein, 1987; 

Yanagimachi, 1994). 

LA CALMODULlNA 

La calmodulina (CaM) es una proteína pequeña (17 kDa) que regula el Ca2+ 

intracelular, la cual fue descubierta en el tejido cerebral a finales de los años sesenta y 

es ubicua en las células eucariontes. Numerosas actividades se le han atribuido, por lo 

que se le ha considerado como una molécula importante en la mediación de múltiples 

eventos dependientes de Ca2+ en las células eucariontes. Una célula animal típica 

contiene más de 1 x1 07 moléculas de CaM, lo cual constituye aproximadamente el 1 % 

de la masa proteínica total de la célula. La CaM funciona como el principal receptor 

celular citosólico del Ca2+, la proteína es un solo polipéptido altamente conservado que 

se compone de 150 aa, con 4 sitios de unión a Ca2+ de alta afinidad, la unión de .uno o 

más iones Ca2+ a estos sitios, modifica la conformación de la proteína exponiendo sitios 

hidrofóbicos que le permiten a la CaM asociarse a enzimas, activando o 

incrementando la actividad de ellas, tal es el caso de algunas proteínas-cinasa, 

proteínas-fosfatasas y foSfodiesterasas de nucleótidos cíclicos. Un ejemplo claro es la 

activación de la Ca2+ -ATPasa de la membrana plasmática, la cual bombea Ca2+ del 

citoplasma hacia el medio extracelular, de tal manera que si la concentración de Ca2+ 

se incrementa en el citoplasma, el complejo Ca2+ -CaM se asocia a la bomba y la activa, 

reestableciendo los niveles normales' de Ca2+. Lo anterior constituye un mecanismo 

autorregulador, para mantener baja la concentración de Ca2+ intracelular (Fraser y 

McDermott, 1992; Fraser, 1995). Otros de los efectos del complejo Ca2+-CaM son 

indirectos y están mediados por proteínas-cinasas (Schulman, 1993). CaM también 

participa en la regulación del citoesqueleto, asociár'ldose de manera dependiente o 

independiente de Ca2+ a diferentes proteínas que componen al citoesqueleto como: 

espectrina, miosina 1, caldesmon, filamentos intermedios (Kakiuchi y Sobue, 1983) y 
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sinapsinas (Nicol y col. 1997) entre otros. Por otro lado, algunos datos sugieren que la 

regulación de las enzimas mediada por CaM es debida a la alteración en el flujo neto de 

Ca2
+ o a su distribución, más que a los cambios en el contenido celular de CaM. Así 

mismo se conocen ejemplos donde CaM puede interactuar con diferentes proteínas de 

manera independiente de Ca2
+. 

LA CALMODULlNA EN LOS ESPERMATOZOIDE DE LOS MAMíFEROS 

La CaM ha sido ampliamente estudiada en los espermatozoides de diferentes 

especies de mamífero, aunque su función tanto en la capacitación como en la RA no ha 

sido del todo entendida. CaM es una proteína reguladora de Ca2
+ localizada en varias 

regiones de la cabeza y del flagelo espermático. En el espermatozoide del cobayo 

(Trejo y Mújica, 1990), conejo (Jones y coL, 1980), toro (Feinberg y coL, 1981), rata 

(Lagace y colo, 1981) Y hámstér (Moore y Dedman, 1984) fue detectada tanto en la 

región acrosomal como en la región postacrosomal así como en la parte · distal y 

proximal del flagelo. Por microscopia electrónica se ha localizado a la CaM en el 

espermatozoide del cobayo en el citoplasma rodeando al acrosoma, pero no dentro de 

él (Yamamoto, 1985), a lo largo de las fibras densas (Gordon y colo, 1983), en el 

axonema y en la vaína fibrosa del flagelo (Yamamoto, 1985). En comparación, en el 

espermatozoide del cerdo fue encontrada tanto dentro como fuera del acrosoma, en la 

región postacrosomal, el cuello y en varias estructuras del la pieza media del flagelo 

(Camatini y colo, 1986). En el espermatozoide del toro y del carnero, CaM fue 

principalmente detectada en la región postacrosomal, a lo largo del axonema y la vaina 

fibrosa de la pieza principal del flagelo (Weinman y colo, 1986a,b). 

La función que se le ha atribuido a la CaM en el espermatozoide es en la 

regulación de la motilidad flagelar, la cual ha sido extensamente estudiada (Tash, 

1989). Por otro lado, se ha sugerido la participación de esta proteína en otros 

mecanismos dependientes de calcio, tales como la capacitación (Leclerc y colo, 1990), 

la reacción acrosomal y la fusión óvulo-espermatozoide (Jones y coL, 1980; Moore y 

Dedman, 1984; Weinman y colo, 1986a,b; Camatini y coL, 1986; Aitken y colo, 1988). 
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En los espermatozoides de los mamíferos CaM ha sido localizada en el 

acrosoma (Jones y coL, 1980; Weinman y coL, 1986; Camatini y coL, 1986; Trejo y 

Mújica, 1990 y Camatini y coL, 1991) lo cual sugiere la participación de esta proteína 

en los procesos de capacitación y la RA. Ha sido propuesto que CaM afecta la 

capacitación a través de la regulación de Ca2+ (Peterson y colo, 1983; Fraser y colo, 

1995). También se han detectado varias proteínas que se unen a CaM en los 

espermatozoides de los mamíferos (Moore y Dedman, 1984; Noland y colo, 1985; Olson 

y coL, 1985; Leclerc y coL, 1989; Leclerc y coL, 1990; Wasco y colo, 1989; Hernández­

González y. coL, 1994), así como en el semen (Manjunath y coL, 1993). Entre las 

proteínas que se unen a CaM, al menos de tres se conoce su participación en los 

procesos de capacitación y de la RA, éstas son la fosfolípasa A2 que co-Iocaliza con 

CaM (Weinman y coL, 1986), la acrosina que se conoce que interactúa in vitro con ella 

(Frenette y coL, 1990) y la ATPasa de Ca2+, la cual regula la [Ca2+]i (Frasser y coL, 

1995). Recientemente, se ha sugerido que CaM inhibe la RA en espermatozoides de 

ratón permeabilizados con estreptolisina-O (Hernández, 1996; Yunes y coL, 2002), 

aunque el mecanismo por el cual realiza tal efecto es desconocido. 

LA CALRETICULlNA 

La Calreticulina (CRT) es una proteína del lumen del RE que une Ca2+. Por 

primera vez fue aislada por Ostwal y MacLennan en 1974, como una proteína del 

retículo sarcoplásmico. La calreticulina ha recibido diferentes nombres entre ellos 

calregulina o Erp60; posteriormente clonada en 1989 por Smith y Koch, Fligel y 

colaboradores, a la fecha su ADNc y el gene que codifica para la CRT ha sido aislado 

tanto de vertebrados como de invertebrados, así como de plantas superiores. La 

proteína es codificada por un solo gen y solamente una especie de RNAm de 1,9 kb 

que codifica para CRT ha sido identificado, no hay evidencia de splicing alt~rnativo en 

el RNAm. El gen de CRT contiene 9 exones y extensiones de 3.6 o 4.6 kb de ADN 

genómico en el ser humano o en el ratón, respectivamente. En el ser humano y en el 

ratón la secuencia nucleótidica muestra una identidad muy grande del 70%, con 
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excepción de los intrones 3 y 6 lo cual indica que el gen ha sido altamente conservado 

durante la evolución (Michalak y col., 1999). 

La CRT tiene un peso molecular de 46 kOa, aunque por PAGE-SOS ella muestra 

una Mr de entre 50,000 y 60,000 daltones. Estructuralmente, CRT tiene una 

organización tripartita (ver esquema 3) la cual contiene: un dominio N terminal cuya 

secuencia de aminoácidos es extremadamente conservada en todas las calreticulinas, 

este dominio une Zn2
+, también interactúa con el dominio de unión al AON del receptor 

de glucocorticoides in vitro, con el ARN del virus de la rubéola, con a-integrina, con la 

protefna disulfuro isomerasa (POI) y la protefna 57 del RE (Erp57). La interacción de 

esta región de CRT con la POI inhibe su función de chaperona , pero incrementa la 

actividad de Erp57. Estas interacciones protefna-proteína son reguladas por la unión 

de Ca2
+ al dominio C de la CRT. ~I dominio N de CRT también inhibe la proliferación de 

las células endoteliales y suprime la 'angiogénesis (Michalak y col., 1999). 

El dominio P de' CRT posee una secuencia rica en prolina con tres repetidos, 

cuya secuencia de aminoácidos es PXXIXOPOAXKPEOWOE (repetido A), seguida de 

tres repetidos con al siguiente secuencia GXWXPPIXNPXYX (repetido B), esta región 

une Ca2
+ con alta afinidad y los repetidos pueden ser esenciales para la unión del Ca2

+. 

Los repetidos A y B de la molécula son importantes para su actividad de chaperona. 

CRT también interactúa con perforina, un componente de los gráhulos de las células T­

citotóxicas. El dominio P tiene actividad de lectina y una secuencia similar a la de otras 

chaperonas que unen Ca2
+, incluyendo calnexina, calmegina y CALNUC, proteinas 

que unen Ca2
+ en el Golgi (Michalak y coL, 1999). 

El dominio de la región C-terminal de la proteína es altamente ácido y tiene una 

secuencia terminal de recuperación o regreso al RE llamada KOEL. Este dominio de la 

la molécula une 25 moles de Ca2
+ por mol de protefna y ella también se une a factores 

de coagulación sanguínea, e inhibe la restenosis inducida por daño. Este dominio de 

unión a Ca2
+ de CRT juega un papel regulador en el control de la interacción de CRT y 

POI, Erp57 y quizá otras chaperonas (Michalak y coL, 1999). 
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FUNCIONES DE LA CALRETICULlNA 

Por su localización celular a la CRT se le ha involucrado en cuatro procesos 

celulares importantes: dentro dellumen del retículo endoplásmico (1) como chaperona y 

(2) en el almacenamiento y la vía de señalización del almacenamiento del Ca2
+. 

Mientras que fuera del retículo endoplásmico ha sido involucrada en (1) la adhesión 

celular y (2) en la regulación de la expresión del genoma (Krause y Michalak, 1997). 

En un trabajo previo en nuestro laboratorio, se aisló a una proteína de 50 kDa 

(sp50) a partir del testículo del cobayo. La proteína presentó la característica de unirse 

a biomembranas, y a las membranas del espermatozoide del cobayo, de manera 

reversible y dependiente de Ca2
+ (Hernández-González y col 1996; Hernández­

González y Mújica, 1997). Sp50 fue secuenciada, en sus 25 aminoácidos N-terminales 

y se le encontró una completa identidad con la secuencia N- terminal de la CRT de los 

linfocitos-T y LAK CRT (Dupuis Y coL, 1993). Los anticuerpos anti-CRT dirigidos contra 

la región C-terminal, reconocieron a Sp50 así como a la CRT pura. Además el 

anticuerpo cruzó con una sola banda proteica de 50 kDa de un extracto espermático 

obtenido con el detergente no iónico Brij 36T y con una banda proteica de 60 kDa en 

extractos de ovocitos del hámster (Muñoz-Gotera y coL, 2001). Conjuntamente estos 

resultados demostraron que sp50 y CRT son la misma proteína. Más tarde esta 

proteína fue buscada en el ovocito del hámster y fue localizada en los gránulos 

corticales con una Mr de 60 kDa, además la CRT fue exocitada durante la reacción 

cortical, asociándose a la superficie del óvulo, de manera tal que se sugirió que podría 

participar en el bloqueo a la poliespermia (Muñoz-Gotera, 2001). 

CALRETICULlNA EN LOS ESPERMATOZOIDES DE LOS MAMíFEROS 

La CRT ha sido localizada sólo en la región acrosomal de los espermatozoides, 

dei ratón (Nakamura y coL, 1992), rata (Nakamura y coL, 1992), cobayo (Hernández­

González y coL, 1996; Muñoz-Gotera y coL, 2001) y del ser humano (Naaby-Hansen y 

coL, 2001), por lo que se ha sugerido su participación en la RA. Al respecto, nuestro 

grupo encontró que en un modelo de espermatozoides permeabilizados con 

estreptolisina-O, el tratamiento con CRT incrementó la RA de manera dependiente de 
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concentración, el mecanismo por el cual CRT realiza tal efecto se desconoce 

(Hernández-González, 1996). 
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Esquema 3. Molécula de calreticulina (Michalak, M y col. 1992). 
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JUSTIFICACiÓN 

La calmodulina ha sido encontrada en la región acrosomal y en el flagelo de 

espermatozoides de los mamíferos, lo que podría implicar una función similar en estas 

células. La CRT se ha descrito en los espermatozoides del ratón (Nakamura y coL, 

1992), rata (Nakamura y coL, 1992), del ser humano (Naaby-Hansen y coL, 2001), y 

del cobayo (Hernández-González y coL, 1996; Muñoz-Gotera et aL, 2001), 

desconociéndose si la CRT está presente en espermatozoides de otras especies. Por 

otro lado, tanto la CaM como la CRT son proteínas reguladoras de la [Ca2+]i y la 

relación CRT/CaM en la reacción acrosomal no ha sido aclarada. Sabemos que estas 

proteínas tienen una función antagónica en la RA; la CRT la favorece, mientras que 

CaM la inhibe (Hernández, 1996; Hernández-González y Mújica, 1997). Se desconoce 

el mecanismo de como ellas realizan esta función antagónica, tampoco se conoce si su 

interacción es directa con las membranas espermáticas o a través de otras proteínas 

presentes en las membranas espermáticas y si esto tiene relación con la RA. Es por 

ello que en el presente trabajo se han propuesto los siguientes objetivos: 
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OBJETIVO GENERAL 

Determinar la presencia de CRT en espermatozoides de otras especies de 

mamíferos distintas al cobayo. Así como analizar la interacción de CRT y CaM en 

membranas. espermáticas aisladas. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Determinar mediante inmunofluorescencia e inmunoblot, la presencia de CRT en los 

espermatozoides del conejo, hámster, jerbo, rata y ratón. 

2.- Determinar la presencia de CRT en espermatozoides del cobayo, conejo, hámster, 

jerbo, rata y ratón , permeabilizados con estreptolisina-O. 

3.- Determinar si la CaM interacciona con las membranas de los espermatozoides del 

cobayo y si esta interacción depende de calcio en comparación con lo comunicado 

para CRT. 

4.- Analizar a las proteínas de las membranas espermáticas del cobayo, que 

interaccionan con CaM y CRT y determinar si estas se encuentran asociadas al 

receptor del IP3 (IP3R). 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Purificación de calreticulina 

La calreticulina fue purificada a partir del testículo del cobayo siguiendo la 

técnica descrita por Hernández-González y col. (1996). Cien gramos de testículo fueron 

homogeneizados a O°C, en 200 mi de amortiguador A (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCI 

100 mM, EGTA 5 mM) adicionado de 7 inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM, pHMB 2 

mM, pAB 2 mM, benzamidina 2 mM, aprotinina 1~M, leupeptina 1~M. El 

homogeneizado fue filtrado a través de fibra de vidrio y centrifugado a 15,000 X g por 

15 mino El sobrenadante fue centrifugado a 39,000 X g por 30 mino El sobrenadante 

colectado fue suplementado con 6.5 mM de CaCb (concentración final) y mezclado 

suavemente por 30 min a O°C y centrifugado a 39,000 X 9 por 30 mino Las proteínas 

precipitadas con calcio fueron lavadas con el amortiguador A, en el cual el EGTA fue 

reemplazado por CaCI2 1 mM, y la suspensión centrifugada a 39,000 X g por 30 mino 

La pastilla obtenida fue resuspendida en amortiguador A suplementado con 10 mM de 

EGTA e incubada por 30 min, la suspensión fue centrifugada a 10,000 X g por 30 mino 

El sobrenadante obtenido fue dializado contra 500 mi de amortiguador B (Tris-HCI '20 

mM, pH 7.5, NaCI10 mM), con dos cambios, a intervalos de 4 h. 

El sobrenadante dializado se pasó por una columna de mono Q. Las proteínas 

unidas a la columna fueron eluídas usando un gradiente discontinuo de NaCI (100, 

200, 300, 400 Y 500 mM) en amortiguador B. Las fracciones fueron analizadas por 

SDS-PAGE (en acrilamida aI10%)(Laemmli, 1970). 

Purificación de calmodulina 

La proteína calmodulina fue purificada a partir de testículos de bovino siguiendo 

las técnicas descritas por Gopalakrishna y Anderson (1982) y Dedman y Kaetzel 

(1983). Quinientos gramos de tejido testicular de bovino, sin túnica albuglnea ni 

epidldimo, se homogenizaron en amortiguador A (Tris 40 mM, NaCI 100 mM, EDTA 4 

mM, 2-mercaptoetanol 0.5 ml/litro pH 7.4). La suspensión se centrifugó a 5,000 X g por 

15 mino El sobrenadante fue colectado y filtrado a través de fibra de vidrio, la 

suspensión obtenida se calentó en batlo Maria por 10-15 min o más, hasta que el color 
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mamey, que presentaba, cambió a un color café claro. La suspensión fue enfriada 

rápidamente en una mezcla de hielo seco-acetona y centrifugada a 5,000 X g por 30 

min a 4°C. El sobrenadante fue dializado contra amortiguador S (Tris 40 mM, NaCI 100 

mM, 2-mercaptoetanol 0.5 mi/litro pH 7.4) a 4°C por toda la noche con 2 cambios de 1 

litro cada vez. El dializado se centrifugó por 30 min a 5,000 X g, a temperatura ambiente 

y se colectó el sobrenadante, del cual se purificó a la CaM. Al sobrenadante ya 

dializado se le añadió CaCI2 2 mM de (concentración final) y se aplicó a una columna de 

fenil-sefarosa. La columna había sido previamente equilibrada con el amortiguador S, 

sin 2, mercaptoetanol y suplementado con de CaCI2 2 mM. Inmediatamente después de 

que el sobrenadante terminó de pasar, la columna se lavó con el amortiguador C (Tris 

40 mM, NaCI 500 mM, CaCI2 2.5 mM pH 7.4), hasta que la absorbencia a 280 nm 

registró una basal < 0.05. Enseguida se lavó con el amortiguador D (Tris 40 mM, NaCI 

75 mM, CaCI2 2 mM pH 7.4), Y de la misma manera que el amortiguador S, hasta que 

la absorbencia a 280 nm registró una basal < 0.05 . La CaM fue eluida de la columna 

con el amortiguador E (Tris 40 mM, NaCI 75 mM, EDTA 4 mM pH 7.4) colectando 

fracciones de 2 mI. La concentración de proteína fue determinada por el método de 

Lowry y coL, (1951) y la pureza determinada por SDS-PAGE (poliacrilamida al 15%) 

(Laemmli, 1970). Como último paso la CaM fue dializada contra el amortiguador F 

(NaS407 25 mM, H2S03, NaCI75 mM pH 8.4) Y se conservó a 4°C. 

La columna fue regenerada tratándola con las siguientes soluciones: urea 6 M 

disuelta en amortiguador E (200 mi), agua destilada, etanol al 50% (200 mi) agua 

destilada, enseguida amortiguador D que contenía 0.05% de azida de sodio y se 

conservó a 4°C. 

Extracción de espermatozoides del cobayo 

Los gametos fueron colectados por perfusión de los conductos deferentes de 

cobayos adultos, aplicando una solución de NaCI 0.154 M, e inmediatamente las 

células fueron lavadas 2 veces por centrifugación-resuspensión (500 X g por 4 

minutos), en la solución de NaCI. La concentración de espermatozoides fue 

cuantificada en una cámara de Neubauer. 
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Detección de calreticulina, CaM, IP3R y sinapsina en los espermatozoides por 

inmunofluorescencia indirecta (IFI). 

Los espermatozoides obtenidos de los conductos deferentes de las distintas 

especies, fueron lavados y fijados por una hora con formaldehído al 1.5% 

(concentración final) en PBS. Enseguida, los espermatozoides fueron incubados en 

NH4CI 50 mM (15 min), lavados en PBS, en agua destilada y se prepararon frotis. Las 

células se permeabilizaron con acetona por siete minutos a -20°C y se lavaron con 

PBS. Inmediatamente fueron tratadas con el anticuerpo específico contra cada una de 

las proteínas señaladas (anti-CRT, anti-CaM, anti-IP3R y anti-Sinapsina-I) entre porta y 

cubreobjetos en cámara húmeda, durante una hora a 37° C. Las células se lavaron con 

PBS y se incubaron con un segundo anticuerpo, apropiado para cada caso, marcado 

con rodamina por una hora a 37°C. Las muestras fueron montadas entre porta y cubre, 

con glicerol-PBS y se sellaron con esmalte de uñas, para su análisis al microcopia de 

epifluorescencia. 

Extracto completo de espermatozoides 

Los espermatozoides lavados en NaCI (1,000 x 106 células/mi) se 

resuspendieron en Tris 50 mm, pH 9 adicionando una mezcla de 7 inhibidores de 

proteasas (PMSF 2 mM, pHMB 2 mM, pAB 2 mM, benzamidina 2 mM, aprotinina 1 ~M, 

leupeptina 1 ~M Y aprotinina 1 ~M), 2 mM de EDTA y 15% de SOS. La muestra se hirvió 

por 5 minutos, y se centrifugó a 600 X g por 10 min, recuperándose el sobrenadante. 

Permeabilización de los espermatozoides con estreptolisina O (SLO) 

Los espermatozoides lavados en NaCI, fueron incubados por 30 min a 37°C en 

medio Tyrode sin calcio; enseguida para permeabilizarlos, se le añadieron 400 

unidades hemolíticas (UH) de estreptolisina-O (SLO). Después de 10 minutos de 

incubación, las muestras se centrifugaron a 600 X g por 5 minutos para separar a los 

espermatozoides. El medio libre de espermatozoides fue filtrado a través de 

membranas millipor de 0.22 ~m y se liofilizaron. 
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Electroforesis de las proteínas espermáticas 

Los extractos proteicos y los medios de capacitación liofilizados fueron 

analizados por electroforesis en SDS-PAGE al 10% y/o 13% (Laemmli, 1970). Las 

proteínas fueron reveladas por tinción con plata (Morrisey, 1981). 

Detección por Western blot de CRT en el patrón proteico de los espermatozoides 

completos y en el sobrenadante liofilizado de los espermatozoides 

pemeabilizados. 

Las proteinas espermáticas separadas por electroforesis fueron transferidas a 

membranas de nitrocelulosa (MNC) (Towbin y coL, 1979). Se bloquearon los sitios 

inespecíficos, tratando a las membranas con leche descremada al 5% disuelta en PBS­

Tritón X-100 a11% (PBS-T), durante una hora a 37°C. Para el revelado, las membranas 

se incubaron con el anticuerpo policlónal anti:CRT, por 2 h a 37°C. Las membranas se 

lavaron con PBS-T e inmediatamente se incubaron por una hora a 37°C con un 

segundo anticuerpo marcado con peroxidasa. El revelado de las bandas 

inmunoreactivas se realizó con diaminobenzidina (De Bias y Cherwinski, 1983) o 

mediante quimiolúminiscencia (kit de ESL) en paleas de rayos X (X-Omat, Kodak). 

Aislamiento de las membranas espermáticas 

Muestras de espermatozoides no capacitados y de capacitados fueron 

colectados por centrifugación (2,500 X g por 3 min) y resuspendidos en Tris-HCI 50 mM 

pH 7.4, adicionado con EDTA 2 mM y con los inhibidores de protasas (PMSF 2 mM, 

pHMB 2 mM, pAB 2 mM, benzamidina 2 mM, aprotinina 1 ~M, leupeptina 1 ~M Y 

aprotinina 1~M). Los espermatozoides fueron sonicados (40w por 30s, a 4°C). La 

suspensión espermática fue centrifugada a 2,500 X g por 30 min para colectar a los 

espermatozoides desmembranados. El sobrenadante que contiene a las membranas en 

fragmentos, fue centrifugado a 100,000 X g por 2 h a 4°C, la pastilla resultante 

(membranas fragmentadas) fue resuspendida en Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4 

en presencia de los inhibidores de proteasas antes mencionados y solubilizada con 
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SOS al 10% concentración final. Las muestras fueron hervidas por 5 min y las 

proteínas analizadas por SOS-PAGE, al 10 y/o 13% según fuera el caso 

(Laemmli,1970). 

Ensayo de la interacción de calmodulina con las membranas plasmáticas 

Se mezclaron 100 Jlg de proteínas de membrana (obtenidas a 100,000 X g Y 

resuspendidas en Tris-HCI 50 mM, EOTA 2 mM, pH 7.4 en presencia de los inhibidores 

de proteasas) con O, S, 10, 20 Y 40 Jlg de CaM, en presencia de calcio (1 mM) y 

ausencia de calcio (1 mM de EGTA), se incubaron por 15 minutos a 4°C. Las 

membranas SE) ultracentrifugar:on a 100,000 x g durante 120 minutos. La pastilla 

obtenida fue resuspendida en el Tris-HCI 50 mM adicionado con 50 JlI de complet 

. (mezcla de inhibidores de proteasas) y lavadas dos veces con el mismo amortiguador. 

Enseguida fueron disueltas adicionando SOS (concentración final 10%) y hervidas por 

10 mino En una muestra alícuota, las proteínas de membrana fueron cuantificadas por el 

método de Markwell y col. (1978) y una vez solubilizadas se analizaron por SOS­

PAGE, se transfirieron a MNC y se revelaron con el anticuerpo anti-CaM. 

'Detección por overlay de las proteínas de las membranas espermáticas que se 

unen a eRT. 

Las proteínas espermáticas separadas por SOS-PAGE fueron transferidas a 

membranas de nitrocelulosa (MNC) (Towbin y coL, 1979). Las MNC fueron bloqueadas 

con albúmina sérica de bovino al 3%, diluida en Tris-HCI 25 mM, NaCI 137 mM, pH 

7.4 (TBS), adicionado con Tritón X-100 al 1% (TBS-T) por 2 h a 37°C en agitación 

constante, posteriormente se bloquearon con avidinano marcada, a una concentración 

de 100 IJg/ml diluida en TBS-T. Las MNC fueron incubadas por una hora a 37°C, con 

CRT biotinilada diluida apropiadamente en la solución de bloqueo. Las MNC fueron 

lavados con TBS-T, por 3 veces por 10 min cada vez. Enseguida se incubaron por una 

hora a 37°C con estreptavidina conjugada con HRP. Finalmente las MNC fueron 

lavadas como antes se mencionó. Las bandas inmunoreactivas fueron reveladas por 

quimioluminiscencia y visualizadas en placas de rayos X (X-Omat de Kodak). 
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Inmunoprecipitaci6n de las proteínas de las membranas espermáticas que se 

unen a CaM. 

Los espermatozoides fueron colectados de los conductos deferentes del cobayo 

y lavados con NaCI 154 mM como lo describen Trejo y Mújica (1990). Los 

espermatozoides lavados fueron, ajustados a 35 x106 células/mi en un amortiguador 

de Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, pH 7.4, que contenia a los siguientes inhibidores de 

proteasas: p-ABA 2 mM, pepstatina 1 J.1M, benzamidina 2 mM, leupeptina 1 J.1M, 

aprotinina 1 J.1M, PHMB 2 mM, PMSF 2 mM. Los espermatozoides fueron 

desmembranados por tratamiento con Brij 36T al 2% (concentración final) (Juárez­

Mosqueda y Mújica, 1999). Los espermatozoides desmembranados fueron colectados 

por centrifugación a 600 X g por 15 min y los sobrenadantes (extractos Brij) 

recuperados. Los sobrenadantes fueron mezclados con el ant;icuerpo anti-CaM, e 
. . 

incubados por 2 h a 4°C en agitación constante. El complejo Ag-Ab fue precipitado 

adicionando al sobrenadante proteinas AlG unidas a esferas de sefarosa (sefarosa­

AlG), la mezcla se incubó por una hora en agitación constante a 4°C. Posteriormente la 

resina se lavó por centrifugación-resuspensión con PBS-T por cinco veces. Las 

proteinas asociadas se eluyeron con glicina-HCI 0.1 M pH 2.5, inmediatamente el pH 

fue neutralizado con 50 J.11 de Tris 1 M. Se cuantificó la concentración de proteína de 

ambos inmunoprecipitados por absorbencia a 280/260. Las proteinas 

inmunoprecipitadas fueron analizadas por SDS-PAGE y Western blot. 

Aislamiento de las proteínas de las membranas espermáticas que se unen a CRT. 

En el caso de las proteinas que se unen a CRT la metodología fue diferente. El 

extracto espermático Brij obtenido como se mencionó anteriormehte, se pasó por una 

columna de afinidad sefarosa-CRT a 4°C. La resina se lavó por centrifugación­

resuspensión cinco veces con PBS. Las proteinas asociadas a la sefarosa-CRT se 

eluyeron con NaCI 500 mM, se cuantificó la cantidad de proteina obtenida por 

absorbencia a 280/260 mM. Las proteinas eluidas se dializaron toda la noche contra el 

siguiente amortiguador: Tris-HCI 25 mM, EDTA 2 mM pH 7.4. Las proteínas obtenidas 

fueron analizadas por SDS-PAGE y Western blot. 
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Obtención de vesículas mixtas de RA 

Espermatozoides lavados previamente con NaCI fueron incubados en un medio 

mínimo de cultivo suplementado con piruvato y lactato a 37°C por 20 min (MCM-PL) pH 

7.8 (Mújica y Valdes-Ruíz, 1983). Enseguida se les indujo la RA agregando el ionóforo 

de Ca2
+ (A23187) a una concentración final de 1.3 J.lM. Después de siete minutos de 

tratamiento, más del 90% de los espermatozoides sufrieron la RA. Inmediatamente, a 

la suspensión espermática se le agregaron los siguientes inhibidores de proteasas: 

PMSF 4 mM, TLC 2 mM, PHMS 4 mM, pASA 4 mM, leupeptina 5 J.lM, aprotinina 2 J.lM Y 

pestatina 2 J.lM. Enseguida, los espermatozoides se separaron por centrifugación a 

2,000 X g por 30 min a 4°C. El sobrenadante que contenía a las vesículas de RA fue 

obtenido y centrifugado a 100,000 X g por 1 h a 4°C. La pastilla obtenida fue 

resuspendida en EoTA 1 mM, Tris, pH 7.5, que contenía los inhibidores de proteasas 

señalados arriba y 1 % de SOS concentración final. Las muestras fueron hervidas por 10 

min y las proteínas separadas por SoS-PAGE, transferidas a PNC para su posterior 

análisis por Western blot. 

Método de entrecruzamiento de proteínas por 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)­

carbodimida (EDAC). 

El entrecruzamiento de proteínas se realizó siguiendo los protocolos descritos 

por Taniuchi y col. (1986) y Gilles y col. (1990). Los espermatozoides lavados en NaCI 

(0.15 M) fueron ajustados a 50x106 de cel/ml en la misma solución de NaCI, se les 

agregaron los siguientes inhibidores de proteasas: PMSF 4 mM, TLCK 2 mM, PHMS 4 

mM, pASA 4 mM, leupeptina 2 J.lM, aprotinina 2J.lM, pepstatina 2J.lM y 100 J.l1 de 

Complete. Inmediatamente se sonicaron por 30 segundos a 40 de amplitud de onda. 

Posteriormente los espermatozoides se separaron por centrifugación a 1,000 X g por 30 

min a 4°C, al sobrenadante que contenía a las membranas espermáticas, se le agregó 

el entrecruzador 1-etil-3-(3-dimetilamino-propil)-carbodimida (EoAC) a una 

concentración final de 2.5 mM, y se incubó por 1 h a 4°C. La reacción fue parada 

adicionando Tris-HCI 50 mM (concentración final) a pH 7.6. La muestra se centrifugó a 
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100,000 X g por 1 h a 4°C. La pastilla fue obtenida y solubilizada con Brij 36T al 2.5%, 

concentración final. La pastilla solubilizada se dividió en dos partes : la primera se 

inmunoprecipitó con el anticuerpo anti-CRT y la otra con un anticuerpo anti-CaM, 

siguiendo el método antes descrito. A las proteínas inmunoprecipitadas se les agregó 

amortiguador de muestra (Laemmli, 1970) y se hirvieron por 7 mino Las muestras se 

corrieron por SDS-PAGE y se transfirieron a MNC. Western blots fueron realizados para 

las siguientes proteínas: CaM, CRT, IP3R y SNP-I. 
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RESULTADOS 

~ 

Detección y localización de CRT en espermatozoides de mamíferos de diferentes 

especies. 

Como se había mencionado, CRT ha sido reportada en las espermatidas y en 

los espermatozoides de la rata (Nakamura y col., 1992, 1993), ratón (Nakar,nura y col. 

1992), cobayo (Hernández-González y col, 1996; Muñoz-Gotera y col. 2001) Y del ser 

humano (Naaby-Hansen y coL, 2001). En todos ellos la CRT fue localizada en la región 

acrosomal. En este trabajo nosotros mostramos que la CRT también está presente en 

la región acrosomal de espermatozoides del hámster, del conejo y del jerbo (Fig. 1 B, C, 

y D). Así mismo, se corroboró la presencia de CRT en la región acrosomal de los 

espermatozoides de la rata (Fig. 1 E) Y del ratón, éste último fue el único que mostró 

CRT en las regiones principal y terminal del flagelo (Fig. 1A). La inmunodetección de 

CRT por Wb en las 5 especies fue el siguiente paso en la investigación. El anticuerpo 

anti-CRT detectó en todos los extractos espermáticos una sola banda de peso 

molecular de 50 kDa (Fig. 2, líneas C-G), la banda mostró la misma movilidad relativa 

de la CRT de los espermatozoides del cobayo (Fig. 2, línea B). 

Efecto de la permeabilización conestreptolisina O de los espermatozoides, sobre 

la localización de CRT 

Datos de nuestro laboratorio han mostrado la posibilidad de que parte de la CRT 

se encuentre libre en el citoplasma de los espermatozoides del cobayo, ya que cuando 

éstos fueron permeabilizados con 400 unidades hemolíticas (UH) de SLO (sptz-SLO), 

la CRT sale al medio de incubación (Hernández-González y coL, 1996). Para 

determinar si esto mismo sucede en los espermatozoides de otros mamrfero, 
, 

espermatozoides de la rata, ratón y hámster fueron incubados en medio Tyrode 

(carente de calcio) por 30 min y tratados con 400 UH de SLO por 15 mino La muestra 

fue centrifugada a 600 X g por 15 min y el sobrenadante filtrado por millipore (O.25~m). 

Las proteínas de los medios se concentraron por liofilización y fueron resueltas por 

electroforesis en SDS-PAGE, las proteínas transferidas a MNC. El análisis por Wb 

usando el anticuerpo anti-CRT, mostró la presencia de CRT en el medio de cultivo 
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Figura 1. Localización por IFI de eRT en los espermatozoides del ratón, 
hámster, conejo, rata y jerbo. Espermatozoides de 5 especies diferentes 
fueron lavados y fijados con formaldehído (1.5% concentración final) y tratados 
para I FI (ver Materiales y Métodos). Los espermatozoides fu~ron y teñidos con 
un anticuerpo anti-CRT y un segundo anticuerpo marcado con isotiocianato de 
rodamina (TRIC). A) ratón, B) hámster, e) conejo, D) jerbo y E) rata. (A, B, e, D 
y E) corresponden a corresponden a las micrografías de epifluorescencia de 
CRT, revelada por 1Ft. (A', B', e', D' Y E') micrografías de contraste de fase. La 
presencia de CRT en la región acrosomal es consistente en todos los 
espermatozoides, mientras que CRT sólo fue localizada en el flagelo de los 
espermatozoides del ratón y de la rata. 
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Figura 2. Detección de eRT ·en el patrón proteico de los 
extractos Brij de espermatozoides de 6 especies, por 
Western blotting. Las proteínas espermáticas fueron corridas 
en SDS-PAGE (Laemmli, 1970) y transferidas a membranas de 
nitrocelulosa y en ellas se reveló para calreticulina. A) 
Marcadores de peso molecular. B-G) Western blots revelados 
con el anticuerpo policonal anti-CRT. B) cobayo, e) ratón, D) 
hámster, E) conejo, F) rata y G) jerbo 
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donde los espermatozoides fueron permeabilizados (Figura 3, líneas B-O), mientras 

que en el medio de capacitación de los espermatozoides sin permeabilizar, no se 

detectó a la CRT (Fig. 3, líneas E-G). Lo anterior indica que hay un goteo o fuga de 

CRT a través de los poros producidos por el tratamiento con la SLO. Además, corrobora 

la posibilidad de que parte de la CRT espermática se encuentre en el citoplasma, 

aunque no descarta la posibilidad de que también se encuentre asociada a la MAE. 

Para soportar los resultados antes mencionados se realizó la inmunodetección de 

CRT por IFI en los espermatozoides-SLO, los cuales mostraron poca o nula 

fluorescencia, comparados con los no permeabilizados con SLO (datos no mostrados). 

Sin embargo, cuando los espermatozoides-SLO, una vez fijados, fueron adicionalmente 

permeabilizados con acetona, se detectó marca fluorescente en la región acrosomal 

(datos no mostrados). 

Interacción de CaM exógena con las membranas espermáticas 

Hernández-González y col. (1996) han demostrado que CRT es capaz de 

asociarse a las membranas espermáticas de manera dependiente de Ca2
+, datos 

recientes también han mostrado que CaM exógena es capaz de asociarse a 

espermatozoides-S LO de manera independiente de Ca2
+ (Hernández-González, 

comunicación personal). Para determinar si CaM interacciona con las membranas 

aisladas como lo hace CRT, membranas espermáticas fueron obtenidas por sonicación 

(ver Material y Métodos) e incubadas con diferentes concentraciones de CaM (O, 5, 10, 

20 Y 40 J..l.g/ml ), en presencia o ausencia de Ca2
+. Enseguida, las membranas fueron 

aisladas por ultracentrifugación y analizadas por Wb. Nuestros resultados muestran 

que el anti-CaM dio reacción positiva con varias proteínas de las membranas 

espermáticas tratadas y no tratadas con CaM, de las cuales cuatro son mayoritarias: 

105, 63, 35 Y 25 kOa, (Fig. 4, líneas C-F). Sorprendentemente, CaM libre no pudo ser 

detectada en estas muestras (Fig. 4 línea B-F). El análisis del sobrenadante donde se 

incubaron las membranas tampoco mostró la presencia de CaM (datos no mostrados). 

La tinción de las bandas incrementa conforme se aumentó la concentración de CaM en 

el tratamiento, saturándose la unión de CaM a estas proteínas a una concentración de 

50 J..l.g/ml, ya que CaM a esta concentración fue detectada en el sobrenadante (Fig.4, 
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Figura. 3. Localización de CRT por Western blotting, en el medio de 
capacitación de los espermatozoides permeabilizados con SLO. Los . 
espermatozoides lavados con NaCI fueron incubados en el medio de 
Tyrode por 30 min y permeabilizados con 400 UH de SLO por 15 mino 
Los espermatozoides fueron retirados y el medio de capacitación filtrado 
en millipore (0.25 ~m). El análisis' por Wb muestra la presencia de CRT 
en el medio capacitación proveniente de los sptz-SLO (lineas 8-0). 
Mientras que CRT no fue detectada en el medio de espermatozoides no 
permeabilizados (líneas O-G). A) Marc~dores de peso molecular (tenidos 
con negro amido). 8 y E) medio de capacitación de los espermatozoides 
de la rata. C y F) medio de capacitación de los espermatozoides del 
jerbo. O y G) medio de capacitación de los espermatozoides del hámster. 
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linea G). Por otro lado la interacción de CaM con las proteínas de membrana fue 

independiente de Ca2
+ (datos no mostrados). Los resultados ai\teriores sugieren que 

CaM interacciona con diferentes proteínas de las membranas espermáticas, esto de 

manera independiente de Ca2
+ y su interacción no fue inhibida por la presencia del 

catión. 

Detección de prote(nas que se asocian a CaM y CRT en membranas espermáticas 

aisladas 

Con el fin de determinar si efectivamente CaM se asocia a diferentes proteínas 

de las membranas espermáticas, se realizó un análisis de unión de CaM-biotinilada a 

proteínas fijadas a membranas de nitrocelulosa. El overlay mostró que CaM se asocia a 

cuatro proteinas de 105, 63, 35 Y 25 kDa (datos no mostrados), lo que confirmó los 

resultados de la incubación de las membranas con CaM. Por otro lado, cuando se 

realizó el mismo ensayo usando CRT -bi~tinilada, se encontró que la CRT se asocia a 

proteinas de movilidad relativa similar a las que se asocia CaM (datos no mostrados). 

Por lo anterior nos dimos a la tarea de tratar de identificar alguna(s) de las proteínas 

con capacidad de asociarse tanto a CaM como a CRT. 

Inmunodetección e inmunolocalización de proteínas que se asocian tanto a CaM 

como a CRT 

Los resultados anteriores son de interés para estudiar que tipo de protelnas 

son capaces de asociarse tanto a CaM como a CRT, así como su posible función en 

eventos espermáticos como son la capacitación y la RA. Por tal razón nos dimos a la 

tarea de investigar cuales eran las probables proteinas que podrian interaccionar tanto 

con CaM como CRT. En la literatura encontramos que el receptor para el 1, 4, 5, -

inositol trifosfato (IP3R) tipo I es una proteína que se asocia a CaM de manera 

independiente de Ca2
+ en microsomas, y que la interacción inhibe a los IP3R y por tanto 

previene la liberación de Ca2
+ de los microsomas (Patel y coL, 1997; Thrower y coL, 

2001), También es conocido que la actividad del IP3R puede ser regulada por CRT 

(Camacho y Lachleiter, 1995; Xu y coL, 1994). Por otro lado, se ha mostrado que CRT , 

ca-localiza con IP3R en el espermatozoide del ser humano (Naaby-Hansen y coL, 
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Figura 4. Efecto de la unión de CaM a las 
membranas espermáticas (ME). Para determinar la 
interacción de CaM con las ME, éstas fueron incubadas 
con diferentes concentraciones de CaM (0-40 Jlg/ml). 
Enseguida de la incubación, las ME fuero aisladas y 
CaM detectada por Wb. A) CaM pura aislada de 
testículo de bovino, B) membranas no tratadas con 
CaM exógena, C) 5 Jlg/ml CaM. D) 10 Jlg/ml de CaM, E) 
20 Jlg/ml de CaM, F) 40 Jlg/ml de CaM y G) CaM 
detectada en el sobrenadante de las membranas 
tratadas con 50 Jlg/ml de CaM. 
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2001). Otra proteína que se asocia a CaM es sinapsina-I (SNP-I), una fosfoproteína que 

actúa como mediador de la interacción del citoesqueleto con las vesículas sinápticas 

(Goold y coL, 1995; Nicol y coL, 1997), aunque no es conocido si ella interacciona con 

CRT. Por lo anterior nos dimos a la tarea de buscar estas proteínas en los 

espermatozoides del cobayo. Por IFI, tanto IP3R como SNP-I fueron localizadas en la 

región acrosomal de los espermatozoides del cobayo (Fig. 5A.3 Y 4, respectivamente), 

localización que fue similar a la encontrada para CRT (Fig. 5A.1) Y CaM (Fig. 5A.2). De 

las proteínas ensayadas, sólo CaM fue detectada en el segmento ecuatorial (Fig. 5A.2) 

yen el flagelo (datos no mostrados). La presencia de estas proteínas las corroboramos 

por Wb en extractos de membranas plasmáticas enriquecidas, encontrando que el 

anticuerpo anti-IP3R reconoció dos bandas proteicas (Fig. 58, carril 2), una de 

aproximadamente 260 kDa que corresponde con el peso molecular reportado para el 

IP3R en espermatozoides de mamíferos (Walensky y Snyder, 1995; Kuroda y coL, 

1999), y otra de 150 kDa que podría ser un producto de degradación del IP3R. Por otro 

lado, el anticuerpo anti-sinapsina-I reconoció a una banda de aproximadamente 105 

kDa (Fig. 58, carriles 3), correspondiente con el peso molecular de sinapsina-I , 

asociada a una molécula de CaM (Goold y coL, 1995). 

Localización subcelular de CRT, CaM, IP3R y SNP-I. 

Con el fin de determinar a que tipo de membrana se encuentran asociadas las 

proteínas CRT, CaM, IP3R y SNP-I, espermatozoides carentes de membrana 

plasmática fueron obtenidos por el método de Stojanoff y col. (1988) y por IFI las 

proteínas fueron inmunolocalizadas. Las cuatro proteínas (CRT, CaM, IP3R y SNP-I) 

fueron localizadas asociadas a la membrana acrosomal externa de los espermatozoides 

(Fig. 6A.1-4, correspondientemente). 8ajo este tratamiento, CaM también fue localizada 

en la región postacrosomal (Fig. 6A.2) Y en el flagelo (datos no mostrados). 

Para corroborar la localización de estas proteínas, se procedió a aislar tanto a la 

MP como a la MAE (Stojanoff y col. 1988) y por Wb se detectó a las proteínas de 

nuestro interés. En el caso de CRT e IP3R, ambas se encontraron asociadas a la MAE y 

no fueron detectadas en la MP (Fig. 68 Y D, respectivamente). Una gran cantidad de 

CRT fue detectada, con un peso molecular de entre 50-60 kDa (Fig. 68). Mientras que 
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Figura 5 . Detección de CRT, CaM, IP3R y SNP-I en los espermatozoides del 
cobayo. (A) Las proteínas CRT (1), CaM (2), IP3R (3) Y SNP-I (4) fueron localizadas 
por IFI en la región acrosomal de los espermatozoides del cobayo. 1, 2, 3 Y 4 
corresponden a los patrones de IFI, mientras que 1', 2', 3' Y 4' son los respectivos 
contrastes de fase. (B) Por Wb también es mostrada la presencia de CRT (1), IP3R 
(2) Y SNP-I (3) en extractos de membranas espermáticas. 
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IP3R de nuevo fue detectadó como dos bandas una de 260 y otra de 150 kOa (Fig. 

60). Por otro lado, CaM y SNP-I fueron detectadas en ambas membranas (Fig. 6C y 

E). En la MP CaM se localizó formando dos complejos, uno de 125 y otro de 105 kOa, 

mientras que en la MAE, CaM se encontró asociada principalmente a una proteína de 

105 kOa (Fig. 6C). SNP-I fue detectada en ambas membranas con una masa molecular 

de 105 kOa (Fig. 6E). 

Interacción de CaM y CRT con las proteínas IP3R y SNP-I 

Para indagar si IP3R y/o SNP-I se encuentran asociadas a CaM y/o CRT en las 

membranas de los espermatozoides del cobayo, se emplearon dos técnicas: a) una 

inmunoprecipitación usando un anticuerpo anti-CaM y b) se aislaron a las proternas 

que se asocian a CRT mediante una columna de afinidad de sefarosa-CRT. El número 

de espermatozoides empleado para la obtención de las proteínas fue de 100 x106 

células, las cuales fueron tratadas con Brij-36T al 1.2% (concentración final). Las 

proteínas obtenidas de la inmunoprecipitación y de la columna sefarosa-CRT, fueron 

separadas en SOS-PAGE y transferidas a MNC. El análisis por Wb de las proteínas 

inmunoprecipitadas con el anticuerpo policlonal anti-CaM, reveló que tanto IP3R como 

SNP-I coprecipitaron con CaM, lo que sugiere que ellas se encuentran asociadas a 

CaM (Figura 7 líneas A y A'). Mientras que, el análisis por Wb de las proteínas eluídas 

de la sefarosa-CRT, muestra que sólo IP3R es capaz de asociarse a CRT (Figura 7, B). 

Para definir si la interacción de IP3R y SNP-I con CaM cambia durante la RA, 

vesículas mixtas (MP-MAE) que se forman durante la reacción acrosomal, fueron 

aisladas de las muestras de espermatozoides a los que se les indujo la RA, mediante el 

ionóforo A23187 (ver Material y Métodos). Las vesículas aisladas fueron solubilizadas 

con Brij-36T al 1.2% (concentración final) y el extracto utilizado para la 

inmunoprecipitación cOfl el anticuerpo anti-CaM. En primer lugar, por Wb, las cuatro 

proteínas, CRT, CaM, IP3R y SNP-I fueron detectadas entre las proternas de las 

vesículas mixtas, donde una alta concentración de CRT fue observada con una Mr de 

50-60 kOa (Fig. 8A, carril 1). Mientras que el anticuerpo anti-CaM, detectó una banda 

de 260 kOa (Fig. 8A, carril 2). La proteína IP3R fue detectada con una Mr de 260 kOa 

(Fig. 8A, carril 3), lo que sugiere que IP3R y CaM se encuentren asociadas. SNP-I fue 
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Figura 6. Detección por IFI de eRT, eaM, IP3R y SNP-I, en los 
espermatozoides del cobayo carentes de MP y . en extractos de 
membrana enriquecidos por Wb. La MP de los espermatozoides fue 
retirada por el método descrito por Stojanoff y col. (1988), lo cual deja . 
expuesta a la MAE. (A) Por IFI las proteínas CRT, CaM, IP3R y SNP-I 
fueron encontradas asociadas a la MAE de los espermatozoides (1, 2, 3 Y 
4, Y sus contraste de fases 1', 2', 3' Y 4' respectivamente). (B-E) La 
localización subcelular de las proteínas, realizada por Wb, muestra que 
CRT (B) e IP3R (O) están asociadas solamente a la MAE, mientras que 
CaM (e) y SNP-I (E) se encuentran asociadas a ambas (membrana 
plasmática: MP y membrana acrosomal externa: MAE). 
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A 

Wb: SNP-I 

B A' 

A Y A':IP con anti-CaM 

B y B': Sefarosa-CRT 

B' 

Figura 7. Determinación de la interacción de IP3R y SNP-I con CRT y 
CaM. Las proteínas de las membranas espermáticas solubilizadas con Brij-
36T (1.2%, concentración final), fueron coinmunoprecipitadas las proteínas 
IP3R y SNP-I mediante un anticuerpo policlonal anti-CaM (A y A', 
respectivamente). Por otro lado, ellP3R fue aislado de las proteínas de las 
membranas espermáticas solubilizadas con Brij-36T, mediante Sefarosa­
CRT (B). SNP-I no se asoció a la Sefarosa-CRT (B'). 
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Figura 8. Detección de CRT, CaM, IP3R y SNP-I en vesículas mixtas de 
RA. A espermatozoides capacitados por 30 min, se les indujo la RA con el 
ionáforo A23187 (1.3 JlM). Las vesículas mixtas fueron aisladas (ver 
Métodos) y solubilizadas con SOS (10%). Las proteínas fueron resueltas 
por SDS-PAGE y transferidas a MNC y detectadas por \Nb. (A): 1) CRT, 2) 
CaM, 3) IP3R Y 4) SNP-I. (B) De un extracto Brij de vesículas mixtas se 
inmunoprecipitaron a las proteínas que se asocian a CaM, mediante el 
anticuerpo anti-CaM. Las proteínas fueron reveladas por Wb. 1) Y 3) CaM, 
2) IP3R Y 4) SNP-1. 
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detectada con una Mr de 105 kDa (Fig. 8A, carril 4) . Por otro lado, el análisis de las 

proteínas inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-CaM, mostró que tanto IP3R como 

SNP-I, coprecipitaron con CaM (Fig. 88, lineas 2 y 4, respectivamente). Además ellas 

se mantienen en complejo con CaM, ya que por Wb se reveló una banda de 260 kDa 

para IP3R y para CaM (Fig. 88, líneas 1 y 2), mientras que una banda de 105 kDa fue 

revelada tanto para SNP-I como para CaM (Fig. 88, líneas 3 y4). 

El análisis por Wb de las proteínas inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti­

CaM, no mostró la presencia de CRT (datos no mostrados), lo que sugiere que CRT no 

se encuentra asociada a CaM ni a SNP-I, y que su asociación con IP3R es débil. 

IP3R 'i CRT se encuentran en contacto molecular. 

Para definir si la CRT e IP3R se encuentran en contacto molecular en la MAE, 

las membranas espermáticas aisladas fueron tratadas con un entrecruzador de longitud 

cero como es el EDAC, el cual estabiliza la interacción de proteínas espacialmente 

muy cercanas (Taniuchi y coL, 1986; Gilles y coL, 1990; Chaw-Long y coL, 1997). Las 

membranas espermáticas una vez tratadas con el EDAC (membranas-EDAC) fueron 

solubilizadas con SDS y analizadas por Wb, usando los anticuerpos anti-IP3R, an.ti-CRT 

y anti-CaM, El análisis de las membranas-EDAC mostró la presencia de una banda 

mayoritaria de Mr superior a 250 kDa, la cual fue reconocida por los anticuerpos anti­

IP3R, anti-CRT y anti-CaM (Fig. 9A, carriles 1-3, respectivamente). Para determinar si 

estas proteínas se encuentran asociadas entre si, membranas-EDAC fueron 

solubilizadas con 8rij-36T y las proteínas que asocian a CaM y CRT fueron 

inmunoprecipitadas. El análisis por Wb de las proteínas inmunoprecipitadas con el 

anticuerpo anti-CRT muestra una banda de Mr superior a 250 kDa que es reconocida 

por los anticuerpos anti-CRT y anti- IP3R (Fig. 98, carriles 1 y 2, respectivamente). 

Cuando se analizaron las proteínas inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-CaM, 

ninguna banda proteica fue revelada por los anticuerpos anti-CaM y anti-IP3R (Fig. 98, 

carriles 3 y 4, respectivamente). El análisis del patrón proteico de las proteínas 

inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-CaM, no mostró ninguna proteína mayor a 

250 kDa, lo que sugiere que el anticuerpo no immunuprecipitó a la proteína (datos no 

mostrados). Una posible explicación es que CaM e IP3R están íntimamente asociadas, 
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Figura 9. Inmunodetección de CRT, CaM e IP3R en membranas EDAC. 
Membranas espermáticas aisladas y tratadas con el entrecruzador EDAC 
(ver Material y Métodos), fueron solubilizadas con SDS (10%

) Y las 
proteínas resueltas por SDS-PAGE y transferidas a MNC. (A) Westerns 
blots realizados para los siguientes proteínas: 1) IP3R, 2) CRT y 3) CaM. 
Para determinar la interacción de CRT y CaM con el IP3R, membranas 
espermáticas tratadas con EDAC fueron solubilizadas con Brij-36T (1.2% 
concentración final), e nmunoprecipitadas las proteínas usando los 
anticuerpos anti-CRT (1 y 2) Y anti-CaM (3 y 4). (B) Western blot fue 
realizado para las proteínas: 1) CRT, 2 y 4) IP3R Y 3) CaM. 
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de tal manera que el entrecruzamiento realizado con EDAC asoció fuertemente a la 

CaM con el IP3R, de tal manera que en estado nativo (membranas-EDAC solubilizadas 

con Brij) el anticuerpo anti-CaM no reconoció a CaM. 
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DISCUSiÓN 

La capacitación y la reacción acrosomal son procesos espermáticos 

dependientes de calcio extracelular, en los cuales dos de las principales proteínas 

relacionadas con la homeostasis intracelular del calcio, la calmodulina y la calreticulina, 

han sido involucradas (Trejo y Mújica, 1990; Hernández-González y coL, 1994, Muñoz­

Gotera y coL, 2001). Ambas proteínas han sido encontradas en la región acrosomal de 

los espermatozoides de los mamíferos, aunque su función tanto en la capacitación 

como en la reacción acrosomal, no ha sido del todo entendida. En el presente trabajo 

reportamos la presencia de CRT en la región acrosomal de los espermatozoides de la 

rata, ratón, hámster, jerbo y conejo (Fig. 1 Y 2). Encontramos que la CRT mostró dos 

localizaciones subcelulares en los espermatozoides del cobayo: 1) en el citoplasma de 

la región acrosomal, como lo muestran los resultados de la permeabilización con SLO 

de los espermatozoides y 2) se encontró asociada a la cara interna de la MAE, ya que 

sólo fue detectada, en los espermatozoides carentes de MP, cuando fueron 

permeabilizados con acetona (Fig. 6A.1) Y el Wb mostró la presencia de la CRT en la 

MAE (Fig. 68). 

Por otro lado, CaM se encontró asociada a diferentes estructuras espermáticas y 

es conocido que ella se asocia a diferentes proteínas espermáticas de manera 

independiente de Ca2
+ (Hernández-González y coL, 1994). Sorprendentemente, la CaM 

nunca pudo ser detectada por Wb .. en su peso molecular (17 kDa), siempre se encontró 

asociada a proteínas de las membranas espermáticas de manera independiente de 

Ca2
+ (Fig. 4). Además, CaM interaccionó con diferentes proteínas tanto en la MP 

(formando complejos de 125 y 105 kDa) como en la MAE (el complejo proteico revelado 

fue de 105 kDa) (Fig. 6C), lo que sugiere que CaM se asocia a ciertas proteínas y forma 

complejos fuertes muy estables. Un hecho relacionado es que CaM no se fuga de los 

espermatozoides-SLO, dado que ha sido detectada por IFI en los espermatozoides­

SLO (Hemández-González y col. .. 1996), lo que contrasta con otros tipos celulares, en 

donde la permeabilización con SLO o digitonina provoca principalmente la fuga de CaM 

(Sarafian y coL, 1987). Además, para separar a CaM de las membranas espermáticas 

se requiere de antagonistas de CaM, como el W7 o el. calmidazolium (Hernández­

González, 1996); así mismo, el tratamiento de los espermatozoides (no permeabilizado 
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o permeabilizados) con estas drogas, en presencia de Ca2
+, induce la RA (Hernández­

González y coL, 1996). Una posible explicación a esto, es el hallazgo en este trabajo de 

la interacción fuerte de CaM con IP3R y SNP-I proteínas membranales ya que ambas 

coinmunoprecipitaron con CaM, además por SDS-PAGE no pudieron ser separadas 

(Fig. 7 Y 8). Hasta donde conocemos este tipo de interacción fuerte de CaM con 

proteínas específicas no ha sido comunicado previamente. 

Yunes y col. (20.0.2) comunicaron que la adición de CaM inhibe la RA en 

espermatozoides-S LO. Al respecto, datos de nuestro grupo (Hernández, 1996) 

concuerdan con las observaciones de estos autores, la CaM inhibió la RA en los 

espermatozoides-SLO. Por el contrario, el tratamiento de los espermatozoides-S LO con 

CRT promovió la RA. Así nuestros datos señalan un efecto antagónico entre la CaM y 

la CRT. En ambos casos los efectos son dependientes de la concentración de las 

proteínas. La acción opuesta de CaM y CRT puede ser explicada por su asociación con 

una o varias proteínas reguladoras presentes en las membranas espermáticas. Al 

respecto en este trabajo se encontró que: 1) tanto CaM, como CRT y el receptor del 

ligando IP3 (IP3R) están presentes en la MAE, 2) es interesante que CaM y CRT se 

encuentran asociadas al IP3R, como lo muestra la coprecipitación con CaM y su 

purificación mediante C RT-sefa rosa , y 3) los resultados del entrecruzamiento e 

inmunoprecipitación sugieren una interacción molecular entre CRT e IP3R. 

Es conocido que el IP3R, el cual funciona como un canal que libera Ca2
+ de los 

almacenes intracelulares, es inhibido directamente por CaM (1 0.-20. ~M), Y que la 

inhibición es revertida por la alta concentración de Ca2
+ intracelular y del IP3 (Patel y 

coL, 1997; Thrower y coL , 20.0.1). Varias evidencias sugieren que la CRT está 

relacionada con la regulación del IP3R: 1) CRT fue copurificada con el IP3R, a partir de 

hepatocitos de rata (Enydi y col. , 1993),2) en espermatozoides del ser humano la CRT 

colocaliza con el IP3R en el segmento ecuatorial (Naaby-Hansen y coL , 20.0.1) Y 3) en 

ovocitos del Xenopus, IP3 en conjunto con CRT inducen la liberación de Ca2
+ del 

retlculo endoplásmico (Camacho y Lechleiter, 1995). Por lo anterior, nosotros 

proponemos que los efectos antagónicos de CaM y CRT en la RA, pueden ser 

explicados por su interacción con ellP3R presente en la MAE. El hecho de que CaM se 

asocia también a otras proteínas de las membranas espermáticas (Olson y col., 1985; 
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Aitken y col., 1988; Hernández-González y col., 1994), plantea la posibilidad de que el 

IP3R no sea la única proteína relacionada con el efecto inhibitorio de CaM, y que 

posiblemente CaM actúe en diferentes etapas de la capacitación y la RA. 

Consideramos que CaM ejerce su efecto inhibitorio sobre la RA manteniendo inactivo al 

IP3R durante la capacitación, proceso en el cual la concentración de Ca2
+ citoplásmico 

es relativamente baja, aunque la concentración del catión aumenta gradualmente 
\ 

durante la capacitación (Coronel y Lardy, 1987), no alcanza el umbral requerido para la 

RA ya que el catión es almacenado en el acrosoma y/o extruido por la Ca2
+ _Mg2

+_ 

ATPasa presente en la MP (Walensky y Snyder, 1995; Dragivela y coL , 1999; Dorval y 

ca., 2002). Una vez que la capacitación se ha dado, los inductores de la RA como la 

lP3 y la progesterona promueven un influjo transitorio de Ca2
+, con la consecuente 

producción de IP3. Este en conjunto con el influjo transitorio de Ca2
+ revierten la 

inhibición del IP3R por CaM, permitiendo la liberación del Ca2
+ del acrosoma al 

citoplasma, requisito para la activación de los canales de Ca2
+ cono~idos como SOCS 

(por sus siglas en inglés, store-operated Ca2
+ channels) presentes en la MP, los cuales 

están relacionados con la conducción de la RA (Darszon y coL, 1999; Florman y coL, 

1994; O'Toole y coL, 2000). Es importante señalar, que a pesar de que durante la RA 

los receptores a 1P3R se activan (Walensky y Snyder, 1995), nosotros encontramos que 

CaM se mantiene asociada aIIP3R, como lo muestra el ensayo de inmunoprecipitación 

realizado en vesículas de RA aisladas (Fig. 9). Patel y col. (1997) sugirieron que CaM 

presenta un efecto de feedback sobre el I P3R, que depende de las concentraciones de 

Ca2
+ intracelular, afectando la afinidad dellP3R por IP3. Posiblemente, el incremento de 

Ca2
+ que ocurre al inicio de la RA produce un cambio conformacional de la CaM, que 

como consecuencia permita la unión del ligando IP3 a su receptor, IP3R (ver esquema 

4). 

En los depósitos intracelulares de Ca2
+ como el RE y el retículo sarcoplásmico, 

el catión es inmovilizado y/o almacenado por proteínas como CRT, calmegina y 

calnexina. Hay evidencias de que al menos existe un almacén de Ca2
+ en los 

espermatozoides de los mamíferos, localizado en el acrosoma (ver Kirkman-Brown y 

coL, 2002). El pH acrosomal es ácido (Working y Meizel, 1983), por lo que el Ca2
+ 

deberá mantenerse secuestrado por proteínas, para no cristalizarse (Watson y coL, 

47 



1995) Y ser fácilmente movilizado. De las proteínas almacenadoras señaladas, la CRT 

es la única presente en la región acrosomal de los espermatozoides de los mamíferos 

(Nakamura y coL, 1992; Nakamura y coL, 1993; Hernández-González y coL, 1996; 

Muñoz-Gotera y coL, 2001; Naaby-Hansen y coL, 2001), ya que ni calmegina ni 

calnexina han sido encontradas (Ikawa y coL, 1997). En este trabajo mostramos por 

primera vez que CRT se encuentra asociada a la cara interna de la MAE de ,los 

espermatozoides del cobayo . . Naaby-Hansen y col. (2001) sugirieron que esta es la 

proteína que almacena el Ca2
+ en el acrosoma. Nuestros resultados apoyan la 

propuesta de estos autores. Además, nuestros resultados son los primeros en mostrar 

que existe una interacción molecular de CRT con ellP3R presente en la MAE (Fig. 7, 8 

y 9). Creemos que la interacción CRT-IP3R representa una condiéión importante para la 

RA, ya que facilitaría el almacenamiento y la liberación del Ca2
+ del acrosoma. 

Proponemos que la CRT almacenaría e inmovilizaría al Ca2
+ captado durante la 

capacitación y que durante la RA ocurriría la liberación del Ca2
+, debido a la apertura 

del IP3R. inducida por el aumento capacitativo de Ca2
+ y el ligando IP3. Nosotros 

sugerimos que el IP3R sufre un cambio conformacional al abrir~e, y que este cambio 

afecta directamente a la CRT, induciéndola a liberar el Ca2
+ secuestrado. 

La CRT, también la encontramos en el citoplasma de los espermatozoides de 

varias especies de mamíferos (fig. 2). Su función en esta región espermática, aún está 

por aclararse. Una posible función de la CRT citoplásmica es que ella participe como 

chaperona, regulando la función de otras proteínas, como en el caso de la proteína 

cinasa C (PKC), cuya presencia en la región acrosomal de lós espermatozoides de los 

mamíferos es conocida (ver Breitbart, 2002). Además, ha sido reportado que varias 

isoformas de PKC, se encuentran asociadas a CRT tanto in vitro como in vivo, lo que 

sugiere que ellas en conjunto podrían operar en vías comunes de señalización 

(Rendón-Huerta y col., 1999). 

Adicionalmente en este trabajo se describe por primera vez la presencia de 

sinapsina-I (SNP-I) en el espermatozoide, la cual fue localizada en la región acrosomal 

La SNP-I fue encontrada asociada a las MP y MAE (Fig. 6E). La detección fue realizada . 

mediante dos anticuerpos policlonales que reconocen sitos diferentes de la SNP-I, 

ambos dieron los mismos resultados positivos por IFI y por Wb. Además SNP-I fue 
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coprecipitada con CaM, es sabido que SNP-I es una proteína que asocia una o dos 

moléculas de CaM (Goold y coL, 1995; Nicol y coL, 1997), lo que teóricamente 

corresponde a un peso molecular de 105 kDa, similar al de las proteínas reveladas en 

este trabajo, por los anticuerpos anti-SNP-I. El revelado positivo de SNP-I con 

anticuerpos específicos y su asociación con CaM, apoyan que se trata de SNP-I. Lás 

sinapsinas forman una familia de fosfoproteínas que se encuentran en células de origen 

neuronal y endocrino (Romano y coL, 1987; Tooze y coL, 1989; Matsumoto y coL , 

1999; Krueger y coL, 1999 y Maienschein y coL, 1999), así como en osteoblastos 

(Bhangu y coL, 2001); son las proteínas más abundantes asociadas a la superficie de 

las vesículas sinápticas. Una de las características más importantes de las sinapsinas 

es que se asocian a actina-F, formando agregados de vesículas sinápticas de reserva, 

en la vecindad de la zona activa (ver Hilfiker y col., 1999). Sugerimos que de manera 

similar, la SNP-I podría asociar al citoesqueleto de actina-F a la MAE y a la MP, 

citoesqueleto que recientemente fue reportado por nuestro grupo (Hernández-González 

y coL, 2000). Lo anterior indica, que SNP-I aparentemente es importante en el 

mantenimiento de la estructura de la región acrosomaL Se ha sugerido que la MAE se 

encuentra anclada a la MP, a través de los complejos formados por las proteínas de la 

familia SNARES (Kierzenbaum, 2000). Sin embargo la presencia de SNP-I en las 

membranas espermáticas sugiere lo contrario (no ancladas), ya que las sinapsinas en 

conjunto con mallas de actina-F, mantienen a las vesículas sinápticas separadas de la 

membrana presináptica (Landis y cO., 1988; Hirokawa y col., 1989; Gotow Y coL, 1991; 

Takei y coL, 1995). Así, SNP-I en los espermatozoides y su interacción con las mallas 

de actina evitarían una fusión prematura de las MAE y MP. Además, la función de la 

SNP-I pudiera estar regulada por CaM, por la fosforilación de la proteína por Ca M­

cinasa 11 y PKA, ya que ellas regulan la interacción de SNP-I con actina-F (Goold y coL, 

1995; Hilfiker y coL, 1999) . Finalmente, futuros estudios son necesarios para dilucidar 

la función de SNP-I durante la capacitación y la RA. 
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Esquema 4. Mecanismo por el cual CaM y CRT se sugiere que estén regulando el proceso de la 
exocitosis acrosomal. (1) La unión de la glicoprotelna lP3 a su receptor espermático da como resultado 
(2) la despolarización de la membrana plasmática y un influjo subsecuente de Ca2+ através de un canal 

de calcio dependiente de voltaje (CCVD) y (3) la activación de la fosfolipasa C (PLC) que conduce a la (4) 
generación de inositoltrifosfato (IP3). El primer incremento lento y sostenido de Ca 2+ conjuntamente con 
con el segundo mensajero revierten la inhibición dellP3R por CaM, permitiendo (5) la liberación del Ca2+ 

del acrosoma al citoplasma. Sugerimos que el Ca2+ almacenado en el acrosoma esté asociado a CRT y 
que durante la RA, IP3 Y Ca2+ alteran la conformación del IP3R. cambio que afecta directamente a CRT, 
induciéndola a liberar el Ca2+ secuestrado. (6) El vaciamiento de este almacén provoca (7) la apertura de 
105 canales operados por almacenes de Ca2+ (SOCs) presentes en la membrana plasmática. 
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CONCLUSIONES 

1. CRT al igual que CaM se encuentran en la región acrosomal de los 

espermatozoides de varias especies de mamíferos. 

2. CRT se encuentra presente en tanto en el citoplasma espermático como 

asociada a la MAE. 

3. CaM interacciona con las membranas espermáticas de manera independiente de 

Ca2+ a diferencia como lo hace CRT (de manera dependiente de Ca2+). 

4. IP3R forma un complejo conCaM y CRT en la MAE. Mientras que SNP-I se 

asocia solamente a CaM , tanto en la MP como en la MAE. 

5. La presencia de CRT y CaM dos proternas que asocian 

Ca2
+ y muestran funciones antagónicas durante la RA, son necesarias para 

regular finamente el proceso de la RA. 
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