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I.- Resumen 
Esta investigación se realizó con la finalidad de evaluar la participación de 

enzimas translocadoras de fosfolípidos en el proceso de reacción acrosomal 

(RA), en espermatozoides de conejo obtenidos de la región caudal del 

epidídimo, utilizando la progesterona (P4) como inductor de RA y N- 

Etilmaleimida (NEM) como inhibidor de translocasas. Se evaluó la 

capacitación espermática a las 6 horas de incubación, mediante la tinción 

fluorescente con clorotetraciclina, la cual fue de un 70 + 5 %. La RA se 

evaluó mediante la tinción con Azul brillante de Coomassie (CBB). Los 

resultados obtenidos muestran un incremento significativo (P>0.05) en el 

porcentaje de RA en todos los tratamientos realizados. En el grupo testigo y 

el tratado con NEM se observaron los porcentajes más bajos de RA para 

todos los tiempos de estudio y no mostraron diferencias significativas entre 

ambos grupos. Los resultados de esta investigación, muestran claramente el 

efecto inductor de RA que tiene la P4. En el grupo tratado con P4 y NEM, se 

observó que NEM tuvo un efecto inhibitorio muy claro en la RA inducida por 

P4 ya que en todos los casos a partir de los 15 minutos de iniciar el 

tratamiento, el grupo en el que se combinó la P4 con NEM mostraron cifras 

más bajas estadísticamente significativas (P>0.05) de espermatozoides 

reaccionados que cuando se trataron sólo con P4. Estos resultados muestran 

la posible participación de enzimas translocasas en la RA.  

 

Palabras clave: Capacitación, reacción acrosomal, asimetría fosfolipídica, 

fosfatidilserina, enzimas translocasas, NEM 
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II. - Abstract 

Participation of translocase enzymes in the acrosomal reaction of rabbit 
spermatozoa 

 

This research was conducted to evaluate the participation of the phospholipid 

translocating enzymes in the acrosomal reaction (AR) in rabbit sperm cells, 

obtained from the rabbit cauda epididymal, using progesterone (P4) as AR 

inducer and N-Ethyl-maleymide (NEM) as translocase inhibitor. The spermatic 

capacitation was evaluated at 6 hour of incubation, using the chlortetracycline 

fluorescent dyeing; 70+ 5% of sperm cells were found to be capacitated. The 

AR was evaluated using Coomassie blue brilliant (CBB); the results showed a 

significant increase in the percentage of AR with all treatments carried out. In 

the control and NEM-treated groups the lower percentage of AR for all times 

of study was observed, not showing significant differences between both 

groups. The results of this research clearly show the inducing effect of P4 on 

AR. In the group treated with P4 and NEM, it was observed that NEM has an 

inhibitor effect on the AR induced by P4, as in all cases, after 15 minutes of 

treatment, the group where P4 and NEM were combined showed a statistically 

significant (P>0.05) lower number of reactioned spermatozoas than the group 

treated with P4 alone. This results show the possible participation of 

translocase enzymes in the AR. 

 

(Key words: Capacitation, acrosomal reaction, phospholypidic asymmetry, 

phosphatidylserine, translocases enzyme, NEM) 
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II.- INTRODUCCIÓN 

En los mamíferos, los espermatozoides eyaculados son activados en el tracto 

reproductor femenino, mediante un proceso denominado capacitación. Durante 

este proceso se produce una reorganización de la membrana plasmática (MP) 

(Frits et al., 2000) de tal forma que sólo aquellos que sean exitosamente 

capacitados podrán unirse a la zona pelúcida (ZP) del ovocito de manera especie 

específica, desencadenando la entrada de Ca+2 al espermatozoide y la fusión de 

la MP con la membrana acrosomal externa en múltiples sitios, proceso que se 

conoce como reacción acrosomal  (RA) (Yanagimachi, 1994). De esta  forma, la 

composición y organización de la MP regulan de manera específica los eventos 

que conducirán el destino de los espermatozoides, entre ellos: la afinidad para 

factores de adhesión, la  señalización celular y eventos de fusión (Dunina-

Barkovskaya, l998). 

 

Es importante mencionar que una de las principales características de la MP de la 

mayoría de las células, incluyendo al espermatozoide, es que sus componentes 

estructurales, principalmente fosfolípidos, se encuentran asimétricamente 

distribuidos. Diversos métodos han revelado que los fosfolípidos como 

esfingomielina (SM) y fosfatidilcolina (PC) se encuentran principalmente en la cara 

externa de la MP (Gadella y Harrison., 2000). Los aminofosfolípidos como 

fosfatidiletanolamina (PE) y especialmente fosfatidilserina (PS) están localizados 

en la cara interna de la MP, es importante resaltar que por el hecho de que el 100 

% de PS se encuentre en la cara interna, la presencia de ésta en la cara externa, 

es considerado como indicador de la pérdida de la asimetría membranal (Kuypers 

et al., 1996). 

 

En la mayoría de los tipos celulares la pérdida de la asimetría de la membrana en 

condiciones patológicas es una señal para que las células se suiciden, por lo que 

la  exposición de PS en la capa externa es un indicador de apoptosis, ya que 

favorece la fagocitosis de estas células por macrófagos (Gadella y Harrison., 

2000). Sin embargo, en las plaquetas la exposición de la PS en la cara externa de 

la MP, se requiere para la activación de las mismas, aquí la PS permite la 



activación de protrombina a trombina directamente (Bevers et al., 1996; Lentz., 

2003), mientras que en el espermatozoide favorece la fusión de la MP y la 

membrana acrosomal externa, durante la RA. Es decir durante los procesos de 

capacitación y RA, ocurre translocación de fosfolípidos en la MP del 

espermatozoide, de tal forma que pierde su asimetría.  

 

La asimetría de las membranas biológicas está regulada por enzimas 

denominadas translocasas; flipasas, que transportan  fosfolípidos de la cara 

externa hacia la cara interna y flopasas, que actúan de manera inversa a las 

flipasas, dando lugar ambas enzimas al movimiento de flip-flop de los fosfolípidos 

(Gadella y Harrison., 2000). 

 

Estudios con huevos de erizo de mar han permitido evaluar sustancias agonistas y 

antagonistas de las enzimas translocasas de la MP, estableciendo que la PC-NBD 

una translocasa sintética, facilita la translocación fosfolipídica (Boon y Smith., 

2001) y que sustancias como el N-Etilmaleimida (NEM) inhibe la translocación de 

aminofosfolípidos, impidiendo la formación de vesículas en la membrana celular.  

 

El N-Etilmaleimida (1-Etil-1H- pirrol-2-5-dion C6H7NO2), es un compuesto que 

bloquea los grupos sulfhidrilos (SH), de tal manera que las proteínas que tengan 

estos grupos expuestos disminuirán su actividad (figura 1) (Riordan y Vallee., 

1972, Kuypers et al., 1996) ya que este agente alquilante inhibe de manera 

irreversible la actividad de las ATPasas (Michaut et al., 2000, Pastore et al., 2000,  

Boon y Smith., 2001). 

 

Figura 1 Inhibición del grupo sulfhidrilo de una proteína por el N-Etilmaleimida, en este ejemplo, 

los grupos sulfhidrilos expuestos corresponden al aminoácido cisteína. 

 



IV.- ANTECEDENTES 
Espermatogénesis
La espermatogénesis es el mecanismo encargado de la producción de 

espermatozoides. Estos se forman a partir de unas células denominadas 

espermatogonias, que se localizan en los túbulos seminíferos de los testículos 

(Hafez y Hafez., 2002). 

Espermatocitogénesis 

Es la fase proliferativa de la espermatogénesis donde las células germinales se 

multiplican por una serie de divisiones celulares. Comienza con la migración del 

espermatogonio desde la membrana basal hacia el lúmen del túbulo seminífero. El 

espermatogonio es activado para formar el espermatogonio activo tipo A. Gran 

parte de los espermatogonios tipo “A” se dividen mitóticamente para formar 

espermatogonio tipo I y algunos de los tipo “A” se retienen como espermatogonio 

tipo “A” latentes. De esta manera las células tipo “A” proveen células hijas para la 

formación de espermatozoides pero no disminuyen en número durante el proceso 

(Vendrel, 2003). 

Los espermatogonios tipo intermedio, se dividen para formar espermatogonios tipo 

“B” que procede a la última fase de la división mitótica para formar espermatocitos 

primarios. El espermatogonio tipo “A” contiene dos o más nucleolos mientras que 

el espermatogonio tipo “B” contiene un sólo nucleolo (Hafez y Hafez., 2002). 

Los espermatogonios tipo B pasan por una serie de divisiones para formar 16 

espermatocitos primarios de cada espermatogonio. El número diploide de 

cromosomas no ha cambiado todavía. Cada espermatocito primario se divide para 

formar dos espermatocitos secundarios cambiando el número de cromosomas a 

haploides. Luego los espermatocitos secundarios forman dos espermátides cada 

uno. Este último proceso toma aproximadamente 1 ó 2 días, por lo que difícilmente 

es posible observar espermatocitos secundarios debido a su corta vida (Vendrel, 

2003). 

 



Espermiogénesis 

Es la fase de diferenciación de la espermatogénesis, es donde el núcleo y el 

citoplasma de la célula pasan por cambios morfológicos para formar el 

espermatozoide. La espermátida es una célula redonda con los organelos 

normales como los de una célula somática. Cada uno de estos organelos está 

destinado a cambiar para formar una unidad funcional del espermatozoide, los 

principales cambios son los siguientes: 

1 - La membrana celular se retiene como la cobertura externa del espermatozoide.  

2- El citoplasma emigra gradualmente a lo largo del núcleo hacia la región caudal 

del flagelo, donde se pierde dejando sólo pequeños remanentes del citoplasma 

original.  

3- El núcleo se alarga y se achata pero se mantiene relativamente constante en 

tamaño y forma, siendo el mayor componente de la cabeza del espermatozoide.  

4 - La mayor parte de la diferencia ocurre con los organelos. El aparato de Golgi 

forma a través de una serie de eventos el acrosoma de la cabeza. Las 

mitocondrias forman un elemento espiral alrededor del filamento axial para formar 

la pieza media del espermatozoide.  

La espermiogénesis comienza en los túbulos seminíferos y se completa en el 

epidídimo (Egozcue et al., 2002). 

Maduración espermática 

Los espermatozoides procedentes de los tubos seminíferos, son transportados a 

través de un conducto altamente contorneado llamado epidídimo. El epidídimo se 

divide macroscópicamente en tres regiones principales: cabeza (porción inicial), 

cuerpo (porción media) y cauda (porción terminal). Los primeros dos segmentos 

están relacionados con la maduración espermática, mientras que el terminal sirve 

para el almacenamiento de espermatozoides, el cual puede contener hasta el 70% 



del número total de espermatozoides (Sutovsky et al., 2001). 

 

Durante su transporte a través del epidídimo los espermatozoides desarrollan la 

habilidad para fecundar al óvulo, proceso conocido como maduración epididimaria. 

La falta de fertilidad en los espermatozoides de la cabeza del epidídimo puede 

relacionarse con el tipo de motilidad en estos espermatozoides inmaduros,  éstos 

poseen un movimiento circular activo, pero aún son incapaces de un movimiento 

progresivo vigoroso  característico de los espermatozoides maduros (Jones., 

2004). 

 

El desarrollo de la capacidad para fecundar se asocia con cambios de varios 

aspectos de integridad funcional del espermatozoide: a) desarrollo del potencial 

para sostener la motilidad progresiva, b) alteración en los patrones metabólicos y 

estados estructurales de los organelos específicos del flagelo, c) cambios en la 

naturaleza de la superficie de la MP y d) modificación, por lo menos en algunas 

especies de la forma del acrosoma (Robitaille et al., 1991). Durante el tránsito 

epididimal, la gota citoplásmica migra de la región de la cabeza hacia la parte 

caudal del espermatozoide, por lo general la migración se inicia en el momento en 

el que el espermatozoide pasa de la cabeza a la cola del epidídimo (Nolan y 

Hammerstedt., 1997, Jones., 2004). La presencia de  gota citoplásmica en un gran 

número de espermatozoides eyaculados es signo de inmadurez, ya que en la 

mayoría de las especies con excepción del verraco (Michel et al., 2002) la gota se 

separa del espermatozoide antes de que ocurra la eyaculación (Vega et al., 2002). 

 

Morfología del espermatozoide maduro

La MP del espermatozoide se caracteriza por estar subdividida en regiones bien 

delineadas denominadas dominios, los cuales difieren en cuanto a la 

concentración y distribución de los distintos componentes de la MP (fosfolípidos, 

proteínas, colesterol, carbohidratos, etc.) (Frits et al., 2000, Alberts et al., 2002, 

Ainsworth., 2005). Dentro de los dominios más estudiados están la región 

acrosomal, la cual difiere principalmente de los demás dominios precisamente por 

que es en este lugar donde se encuentran más receptores a P4; otro dominio 



importante es la región post-acrosomal, lugar donde hay depositos de Ca2+, dando 

una coloración diferencial entre espermatozoides capacitados y no capacitados 

cuando se realiza la tinción con clorhidrato de tetraciclina (CTC)(Rathi et al., 2003) 

y; otros dos dominios estudiados son el ecuatorial y el de la pieza media. 

 

Morfológicamente los espermatozoides maduros han sido divididos en tres 

regiones altamente especializadas: a) la cabeza, representa la parte más 

voluminosa y anterior de la célula espermática y está  directamente involucrada en 

todos los mecanismos de interacción, entre espermatozoide y ovocito, que darán 

inicio a la formación de un nuevo individuo. La cabeza del espermatozoide 

contiene poca cantidad de citoplasma y en ella se encuentran el núcleo y el 

acrosoma. El acrosoma es una vesícula compleja que contiene enzimas 

hidrolíticas, necesarias para la penetración de la zona pelúcida (ZP) del ovocito  

(figura 2) (Yanagimachi et al., 1994, Frits et al., 2000). Este organelo deriva del 

aparato de Golgi durante la espermiogénesis y debido al origen, estructura y 

función ha sido comparado con un lisosoma o con un gránulo secretor (Reyes y 

Chavarría., 1987). A semejanza con este último, el acrosoma presenta un evento 

de exocitosis regulada, esto a través de la interacción coordinada de compuestos 

de origen intra y extracelular, por ejemplo: fosfoinosítidos, nucleótidos cíclicos, 

aniones y cationes, calmodulina, progesterona (P4), glicosaminglicanos, factores 

de crecimiento, microtúbulos y microfilamentos (Meizel., 1985, De Jonge et al., 

1993, Fabbri et al., 1998); b) La siguiente región es la pieza media, en la cual se  

localizan las mitocondrias, encargadas de la producción de energía y la tercera 

región; c) El flagelo o cola, que le da la movilidad a la célula (Frits et al., 2000). La 

región de la cola comprendida entre el cuello y el anillo citoplásmico es la pieza 

media. El centro de este segmento, junto con toda la longitud de la cola, es 

recorrido por el axonema. El axonema como tal se compone de nueve pares de 

microtúbulos dispuestos radialmente alrededor de dos pares de microtúbulos. En 

el segmento medio esta disposición 9+2 de los microtúbulos está rodeado por 

nueve fibras gruesas que al parecer están relacionadas con los nueve dobletes del 

axonema. El axonema y las fibras densas asociadas del segmento medio están  

cubiertos de manera periférica por numerosas mitocondrias. La vaina mitocondrial 



dispuesta en un patrón helicoidal alrededor de las fibras gruesas de la cola es la 

fuente de energía necesaria para la movilidad espermática. El segmento principal 

es la siguiente región del flagelo que se continúa en sentido posterior, desde el 

anillo citoplásmico hasta casi la punta de la cola, este está formado por el 

axonema en el centro, las  fibras gruesas asociadas, y la vaina fibrosa; esta última 

da estabilidad a los elementos contráctiles de la cola (Reyes y Chavarría., 1987). 

La última porción del flagelo es la pieza que se continúa posterior a la terminación 

de la vaina fibrosa, esta contiene solo el axonema central cubierto por la MP. El 

axonema es la estructura que le proporciona movilidad al espermatozoide; los 

pares externos de microtúbulos del patrón 9+2 generan las ondas de flexión de la 

cola por un movimiento deslizante entre pares adyacentes (Frits et al., 2000). 

 

Figura 2 Las células espermáticas son células polarizadas con una cabeza, una pieza media y 

un flagelo (A, esquema de un espermatozoide). La cabeza del espermatozoide puede ser 

subdividida en cuatro regiones: apical, pre-ecuatorial, ecuatorial y post-ecuatorial. El acrosoma 

(vesícula secretoria, 3) está situada en la región apical del núcleo (B). Después de la unión de la 

célula espermática con el ovocito, la membrana plasmática del espermatozoide se fusiona en 

multiples sitios con la membrana acrosomal externa (C). El contenido acrosomal (enzimas 

hidrolíticas) es secretado, el cual  le permite a la célula espermática digerir la matriz extracelular del 

ovocito (ZP). Después de que se ha realizado la reacción acrosomal la membrana acrosomal 

interna forma una continuación con los remanentes de la membrana plasmática (D). Esta orquilla 

está involucrada en la unión primaria de la célula espermática con el oolema (14). 1: membrana 

plasmática; 2: membrana acrosomal externa; 3: contenido acrosomal; 4: membrana acrosomal 

interna; 5: envoltura nuclear; 6: núcleo; 7: anillo posterior; 8: pieza media; 9: mitocondrias; 10: anillo 



anular; 11: flagelo; 12: vesícula combinada (MP fusionada con la membrana acrosomal externa); 

13: secreción acrosomal. 

 

Metabolismo de las células espermáticas 
Aunque los espermatozoides carecen de muchos de los organelos que participan 

en los procesos metabólicos, son metabólicamente activos debido a que poseen 

las enzimas necesarias para realizar las reacciones bioquímicas de la glucólisis, el 

ciclo de Krebs, la oxidación de los ácidos grasos y el transporte de electrones. En 

condiciones anaeróbicas, los espermatozoides degradan glucosa, fructosa o 

manosa a ácido láctico; como la fructosa es el azúcar más abundante en el 

semen, es la  actividad fructolítica la que le permite a los espermatozoides 

sobrevivir en condiciones anaeróbicas. Esta característica es importante durante el 

almacenamiento de espermatozoides para su uso en la inseminación artificial 

(Yanagimachi et al., 1994). 

 

Los espermatozoides utilizan una variedad de sustratos en presencia de oxígeno, 

esta actividad respiratoria es la que les permite emplear el lactato o el piruvato, 

resultantes de la degradación de la fructosa, para la producción de dióxido de 

carbono (CO2) y agua (H2O). La vía oxidativa, que se localiza en las mitocondrias, 

es mucho más eficiente que la fructólisis para producir energía. Gran parte del 

ATP que se genera se emplea para la movilidad y otra parte se destina a 

mantener la integridad de los procesos de transporte activo de las membranas del 

espermatozoide. Estos procesos de transporte activo impiden la pérdida de 

componentes iónicos vitales de la célula espermática. En ausencia de sustratos 

exógenos, los espermatozoides utilizan sus reservas intracelulares como fuente de 

energía a corto plazo. Por medio de sustratos marcados radiactivamente se sabe 

que durante la capacitación in vitro, la glucosa se utiliza preferentemente por la vía 

glicolítica, aunque existe también un consumo alternativo a través de la vía de las 

pentosas (Hicks et al., 1972). 

 

 

 



Composición y organización lipídica de la membrana plasmática 

La composición lipídica de la MP de muchas especies de mamíferos ha sido 

descrita, aunque hay una considerable variación entre ellas, en general la MP 

contiene aproximadamente un 70% de fosfolípidos, 25% de lípidos neutros y 5% 

de glicolípidos en base molar. Los fosfolípidos pueden ser divididos en 

fosfoglicerolípidos y esfingomielina (SM). La composición fosfolipídica de las 

células espermáticas es generalmente comparable con la de las células 

somáticas. Por ejemplo, las células espermáticas humanas contienen un 50% de 

fosfatidilcolina (PC), 30% de fosfatidiletanolamina (PE), 12.5% de (SM), 3% de 

fosfatidilserina (PS), 2.5% de cardiolipina (CL) y cerca del 2% de fosfatidilinositol 

(PI). Durante la capacitación los niveles de PC pueden incrementarse, debido a la 

metilación de PE (Mann y Lutwak-Mann., 1981, Frits et al., 2000). 

 

Sin embargo variaciones en la composición de lípidos neutros de las membranas 

espermáticas pueden ser encontradas no solo entre las especies sino entre los 

eyaculados de un mismo individuo; por ejemplo, el factor más variable es el 

contenido de  colesterol, el espermatozoide humano contiene altas cantidades de 

colesterol 40% del total de lípidos, mientras que en el verraco contienen mucho 

menos colesterol 22%. Además, el contenido de esteroles celulares ha sido 

relacionado con la duración de la capacitación. En realidad, se ha demostrado que 

durante la capacitación espermática se reduce la cantidad de colesterol, mientras 

que pequeñas cantidades de desmosterol, sulfato de colesterol y esteres de 

colesterol pueden ser encontrados (Travis y Kopf., 2002). 

 

En cualquier caso, junto con el retiro del colesterol la superficie de la célula 

espermática se altera durante la capacitación, esto es en parte debido a la 

remoción de los componentes del glicocálix y a la absorción de nuevos 

componentes del fluido del tracto genital femenino (Revah., 2000). Es decir, el 

colesterol es una molécula importante de la MP del espermatozoide, Se ha 

encontrado que en las células espermáticas capacitadas in vitro en un medio 

adicionado con albúmina, disminuye su contenido marcadamente por encima del 

40%. En varias especies de mamífero esta disminución del contenido de colesterol 



mediada, por albúmina, solamente ocurre cuando el medio capacitante contiene 

bicarbonato de sodio (NaHCO3) (Gadella et al., 1996), pero no en ausencia de 

éste; también experimentalmente se han utilizado ciclodextrinas para remover el 

colesterol de las células espermáticas, aun sin ser capacitadas, y en contraste con 

la albúmina debido a la alta afinidad que tiene por el colesterol, estas no requieren 

del NaHCO3 para extraer el colesterol. Además se ha observado que cuando las 

células espermáticas son incubadas en un medio capacitante adicionado con 

ciclodextrinas, ocurre una activación rápida y significativa tanto de la protein 

cinasa A (PKA) como de  protein tirosin cinasas (PTKs) (Visconti et al., 1999). 

 

Asimetría de la membrana plasmática 

Las membranas son un ensamble dinámico de proteínas y lípidos capaces de 

responder a las señales ambientales que modifican funciones celulares 

específicas. Los cambios en la topografía membranal, o la redistribución de las 

moléculas de la superficie celular dentro o fuera de regiones específicas, pueden 

considerarse como adaptaciones fisiológicas a las modificaciones ambientales 

(Alberts et al., 2002). 

 

De acuerdo al modelo de “mosaico fluido”, de las membranas biológicas (figura 3) 

las proteínas o glicoproteínas están asociadas con la bicapa de lípidos, que 

forman la matriz membranal mediante uniones no covalentes (Alberts et al., 2002). 

Así las proteínas intrínsecas que atraviesan totalmente la bicapa sólo pueden 

eliminarse mediante tratamientos severos, por ejemplo con el uso de detergentes; 

mientras que proteínas localizadas de uno u otro lado de la membrana 

(periféricas), y asociadas con la membrana principalmente mediante interacciones 

electrostáticas, pueden eliminarse por medio de agentes quelantes o modificando 

el pH o la fuerza iónica del medio. Como se mencionó la capacitación espermática 

involucra principalmente cambios en las proteínas superficiales de la MP (Langlais 

y Roberts, 1985, Fusi et al., 1992, Yanagimachi, 1994). 

 

 



Todas las membranas biológicas poseen moléculas expuestas en la superficie 

(proteínas) que actúan como receptores para diversos compuestos exógenos 

como enzimas, hormonas, proteínas, etc. En el caso de espermatozoides 

humanos se han identificado receptores membranales a moléculas como 

nucleótidos cíclicos (cAMP), esteroides (17-β-estradiol y P4) y glicosaminglicanos 

(heparina), cuya actividad se modifica durante la capacitación in vitro (Reyes et al., 

1990, Baldi et al., 1995, Blackmore et al., 1999). 

 

En cuanto a los componentes fosfolipídicos de la MP de los espermatozoides, 

estos se encuentran asimétricamente distribuidos, de manera semejante a como 

acontece en la MP de las células somáticas. Diversos métodos han revelado que 

los fosfolípidos como SM y en menor grado PC, se encuentran principalmente en 

la cara externa de la membrana (Müller et al., 1996 y Gadella et al., 1999). Los 

aminofosfolípidos como PE y especialmente la PS están localizados en mayor 

proporción en la cara interna (Hinkovska et al., 1986 y Rana et al, 1993). Es 

importante resaltar que por el hecho de que el 100 % de PS se encuentre en la 

cara interna, la presencia de ésta en la cara externa es considerada como 

indicador de la pérdida de la asimetría de la membrana (Kuypers et al., 1996). La 

anexina-V es una proteína de unión fosfolipídica que en presencia de 

concentraciones adecuadas de Ca2+ tiene una alta afinidad por la PS, por lo cual 

ha sido utilizada en el desarrollo de técnicas para detectar la pérdida de la 

asimetría de la membrana en diferentes tipos celulares (Dachary-Prigent et al 

1993, Kuypers et al., 1996, Rosales-Torres et al, 2000, Ávalos-Rodríguez et al., 

2004). 

 

Los lípidos estructurales de las bicapas se encuentran en asimetría, dicho 

equilibrio está dado por un balance de dos mecanismos, primero todos los 

fosfolípidos difunden pasivamente a través de la bicapa, a una velocidad 

relativamente baja. Segundo los aminofosfolípidos son transportados activamente 

de la cara externa de la membrana hacia la cara interna por la acción de una 

enzima denominada translocasa de aminofosfolípidos dependiente de ATP y Mg2+, 

la cual mantiene el equilibrio de la membrana. Estudios realizados en eritrocitos 



han podido demostrar que los aminofosfolípidos son transportados desde la cara 

externa hasta la cara interna de la membrana por la aminofosfolípido translocasa, 

y que este movimiento es responsable de la distribución asimétrica de los 

fosfolípidos en los eritrocitos, así como en la membrana de otras células 

eucariotas (Devaux., 1990, Schroit et al., 1991). Cuando en la lámina externa de la 

bicapa aparece la PS, ésta es rápidamente devuelta hacia la lámina interna por la 

translocasa de amino fosfolípidos (Kuypers et al., 1996, Devaux y Morris., 2004).  

 

Inicialmente la distribución asimétrica de fosfolípidos es generada durante la 

biogénesis de las membranas, lo cual es realizado por enzimas translocadoras de 

fosfolípidos. Las moléculas lipídicas que más participan en la asimetría de la 

membrana son los glicolípidos, los cuales se caracterizan por estar únicamente en 

la monocapa externa, quedando los carbohidratos al descubierto exclusivamente 

en la superficie de la célula (Frits et al., 2000). 

 

El movimiento de fosfolípidos de la cara externa hacia la cara interna de la 

membrana se denomina “flip” y el movimiento de los fosfolípidos de la cara interna 

hacia la externa se denomina “flop” (Kuypers, et al., 1996). Bajo la mayoría de las 

condiciones el mecanismo de “flip-flop” es extraordinariamente lento y su tiempo 

medio se mide en intervalos de horas o semanas (Homan, et al., 1988, Boon y 

Smith., 2002). Debido a esto, las enzimas translocasas han sido descritas como 

las importantes en la regulación de la distribución asimétrica de los fosfolípidos de 

las membranas (Muller et al., 1996, Frits et al., 2000). Estas enzimas llamadas 

también “flipasas” regulan una rápida translocación de fosfolípidos por el 

movimiento de “flip-flop” (Muller et al., 1996). Las aminofosfolípido translocasas 

pueden ser bloqueadas por vanadato o por algún otro sistema que inhiba la 

producción de ATP (Backer et al., 1987). Por el contrario, la actividad de “flip-flop” 

de los fosfolípidos puede ser incrementada significativamente por la incorporación 

de antibióticos formadores de canales iónicos, como la Anfotericina B y de 

probióticos como el Ionóforo de Ca2+ A-23187 (Schneider, et al., 1986). Desde 

hace mucho tiempo se conoce que ciertos ionóforos como el A-23187 son 

capaces de unir y transportar cationes divalentes como el Ca2+ a través de 



barreras lipídicas incluyendo las membranas celulares (Case et al., 1974). 

También se sabe que la pérdida de la asimetría fosfolipídica de la MP es un 

mecanismo importante de señalización, en donde la presencia de fosfolípidos 

específicos  en lados opuestos de la membrana desencadena una variedad de 

respuestas celulares. 

 

 

Figura 3 Modelo de mosaico fluido y asimetría de la membrana plasmática. Imagen clásica de 

los componentes estructurales de la membrana plasmática, donde se resalta la distribución 

asimétrica de los fosfolípidos, como se aprecia en la imagen la fosfatidilserina se encuentra 

distribuida en su totalidad en la lámina interna (Rana et al., 1993, Pomorski et al., 2004). 

 

Fosfatidilserina 

Fosfatidilserina o 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfo-L-, es el único glicerofosfolípido que 

contiene el aminoácido serina en las células animales que contiene. Aunque está 

ampliamente distribuido entre animales, plantas y microorganismos. Usualmente 

es menos del 10% del total de fosfolípidos, en los animales, la mayor 

concentración se encuentra en el tejido cerebral y en la mielina. Es un fosfolípido 

aniónico con tres grupos ionizables; la porción fosfato, el grupo amino y el grupo 

funcional carboxilo. Como cualquier otro lípido con carácter ácido, de manera 

natural existe en forma de sal (Buckland y Wilton, 2000). 

 



Durante la maduración espermática, la PS es sintetizada en el retículo 

endoplásmico (RE) de la célula o en una subfracción celular llamada membrana 

asociada a la mitocondria, por reacción de L-serina con PC o PE, catalizada por la 

fosfatidilserina sintasa I, y después es transportada a la mitocondria, donde es 

descarboxilada a PE, la cual regresa al (RE) y es convertida a PS por la acción de 

la fosfatidilserina sintasa II (Vance  Steenbergen., 2005). 

 

Durante la activación de las plaquetas la PS localizada principalmente en la cara 

interna de la MP, pasa a la cara externa ahí la PS participa en la activación de 

protrombina a trombina directamente (Bevers et al., 1996, Lentz., 2003) y por otra 

parte, durante la apoptosis celular una de las enzimas estimuladas es la  

escramblasa, la cual puede transportar PS en ambas direcciones a través de la 

MP, y una de las inhibidas es la aminofosfolípido translocasa, la cual regresa al 

fosfolípido a la cara interna de la MP, sirviendo tal externalización de la PS para 

que los macrófagos pueden reconocer a la célula dañada y fagocitarla (Tyurina et 

al., 2000, Oosterhuis y Vermes et al., 2004). Adicionalmente la esfingomielinasa 

ácida al hidrolizar a la esfingomielina y producir ceramidas (2º mensajero), 

ocasiona que la misma esfingomielina pase a la cara interna de la MP y, por 

diferencia de carga, induce la exposición de PS en la cara externa de la MP a 

través de las enzimas translocadoras de aminofosfolípidos (Tyurina et al., 2000, 

Kagan et al., 2000).  

 

Flipasas 

La actividad de la aminofosfolípido translocasa fue descrita primera vez por 

Seigneuret y Devaux en (1984), quienes midieron la translocación de los lípidos 

utilizando análogos marcados en los eritrocitos humanos. Los fosfolípidos 

marcados con ácidos grasos fluorescentes, particularmente 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-

diazol-4-y1 (NBD) y sus derivados, también han sido utilizados extensamente para 

estudiar este transportador (Connor y Schroit., 1987, Colleau et al., 1991). Sin 

embargo, la agregación de los análogos fosfolipídicos podría alterar las 

interacciones con los transportadores, cuestionandose si los movimientos medidos 

con estos fosfolípidos realmente reflejan la conducta de lípidos endógenos. Por 



ello aunque el uso de los fosfolípidos fluorescentes es una herramienta muy 

poderosa, su uso requiere de la interpretación cuidadosa (Devaux et al., 2002, 

Maier et al., 2002). 

 

Por otra parte el transporte catalizado por las flipasas es dependiente de ATP y 

Mg2+ (Anzai et al., 1993, Daleke, 2003) por lo que puede ser inhibida por el 

tratamiento de las células con vanadato (Seigneuret y Devaux., 1984). La 

estequiometría de transporte es de aproximadamente una molécula de ATP 

consumida por cada lípido que transporta (Beleznay et al., 1993). La actividad de 

las flipasas es sensitiva a la temperatura y a un número no específico de agentes, 

incluyendo oxidantes del grupo sulfhídrilo y agentes alquilantes (Daleke y Huestis, 

1985, Connor y Schroit, 1990, Connor et al., 1992). Su actividad también es 

inhibida por altas concentraciones de Ca2+ (Bitbol et al., 1987, Graham., 2004), 

indicando que la actividad de esta enzima podría estar regulada en células 

activadas.  

 

Las flipasas se encuentran ampliamente distribuidas en muchas MP, por ejemplo 

en la de los eritrocitos (Connor y Schroit, 1989, Mathews et al., 2003), incluyendo 

plaquetas, linfocitos (Zachowski et al., 1987), células endoteliales aórticas (Julien 

et al., 1993), fibroblastos (Pomorski et al., 1996), hepatocitos (Müller et al., 1996) y 

espermatozoides (Müller et al., 1994, Pomorski et al., 1999). Es probable que este 

transportador sea esencial para algunas membranas que requieran mantener la 

asimetría de PS. La aminofosfolípido flipasa es quizás la más selectiva de los 

transportadores lipídicos, ya que prefiere PS por sobre otros fosfolípidos 

(Manodori y Kuypers, 2002) y la especificidad está definida por cada grupo 

funcional del fosfolípido. El grupo amino es absolutamente requerido, por ejemplo 

el fosfatidilhidroxipropionato es un análogo de PS, que sin el grupo amino no es un 

sustrato para ser transportado (Daleke et al., 1995). Si bien la enzima puede 

tolerar la monometilación de PS, la metilación progresiva de PS reduce 

significativamente su transporte; Ademas aunque el grupo carboxilo no es 

esencial, su ausencia disminuye el transporte del fosfolípido  por lo menos diez 

veces, y la metil esterificación del grupo carboxilo reduce la actividad de transporte 



de manera significativa (Daleke et al., 1995, Jonson et al., 1998, Hoffmann et al., 

2001 y Fadok et al., 2001). 

 

Flopasas 

Las flopasas son la segunda clase de transportadores fosfolipídicos dependientes 

de ATP, transportan fosfolípidos de la cara interna hacia la cara externa de la MP, 

estudios en eritrocitos han revelado su inespecificidad para transportar fosfolípidos 

sintéticos y naturales hacia la cara externa de la MP (Connor et al., 1992).  

 

Los transportadores ABC son un grupo diverso de proteínas dependientes de 

ATP, que en general son responsables de transportar componentes anfipáticos 

(Borst et al., 2000 y 2002). Esta familia incluye a las proteínas de resistencia a 

multidrogas, las cuales transportan xenobióticos citotóxicos y fueron descubiertas 

primero en células tumorales. Algunos miembros de esta clase muestran 

especificidad única por su respectivo sustrato. ABCA1, ABCB1, ABCB4 y ABCC1, 

han sido los mejores caracterizados con actividad flopasa (Doerrler y Ratees, 

2002). Es importante aclarar que no todos los transportadores lipídicos ABC son 

flopasas, por ejemplo, la actividad transportadora lipídica, del transportador ABCR 

de flipasa (Weng et al., 1999). 

 

Escramblasas 

Una familia de proteínas de membrana llamadas escramblasas, tambien ha sido 

implicada en la dispersión aleatoria de los fosfolípidos, que ocasionan la asimetría 

de los mismos en procesos que dependen de elevadas concentraciones 

citoplásmicas de Ca2+; su máxima actividad la realizan con 75 mM de Ca+2 libre 

citoplásmico (Zhao et al., 1998a, Woon et al., 1999). Cuatro genes han sido 

identificados que codifican para escramblasas de fosfolípidos en humanos y 

ratones y todos han sido conservados a través de la evolución (Viedmer et al., 

2000). La secuencia de aminoácidos de una de las escramblasas de fosfolípidos 

humana (HuPLSCR1), indica que la misma es una proteína de membrana tipo II 

de peso molecular de 35kDa (318 residuos de aminoácidos), con un dominio en 

hélice transmembranal localizado próximo al carbono C-terminal (Zhou et al., 



1997), el dominio N-terminal citoplásmico posé un posible sitio de fosforilación y 

un segmento de unión al Ca2+. Existe evidencia de que la regulación de la 

actividad de la escramblasa puede ser mediada por fosforilación en presencia de 

proteína cinasa Cσ (PKCσ), lo cual resulta en la exposición de PS en la superficie 

de la MP de células apoptóticas (Frasch et al., 2000). La escramblasa prefiere a 

los análogos de los glicerofosfolípidos y son más sensitivas al tamaño de la 

cabeza del grupo polar (Dekkers et al., 2002), por lo que son selectivas  y sirven 

de manera primaria para transportar PS a la superficie de células activadas (Di 

Vittorio et al., 2005). 

 

Capacitación espermática 

La superficie de los espermatozoides maduros presenta regiones con diferentes 

propiedades bioquímicas y/o funcionales que participan específicamente en 

eventos como la RA y la fusión de gametos. Para que estos procesos puedan 

efectuarse se requieren de las modificaciones o rearreglos de estas regiones 

membranales, que se llevan a cabo durante la capacitación (Langlais y Roberts, 

1985). 

 

El proceso de capacitación espermática fue descrito por primera vez en el año de 

1951 (Austin, 1951). En los mamíferos los espermatozoides experimentan una 

serie de cambios antes de que adquieran su capacidad para fertilizar. Estos 

cambios se conocen como capacitación y reacción acrosomal, la capacitación 

espermática es una serie de cambios bioquímicos que se manifiestan en la MP del 

espermatozoide, y que preparán a la célula para la RA, estos mismos cambios 

también pueden provocarse in vitro utilizando numerosas condiciones 

experimentales (Brackett y Oliphant., 1975, Rosado, 1988, Marina, 2001 y Ávalos-

Rodríguez et al., 2004). 

 

Durante la incubación in vitro de los espermatozoides se producen modificaciones 

físicas y bioquímicas en la MP, que han sido relacionadas con los cambios que 

supuestamente ocurren durante la capacitación in vivo, por ejemplo: la presencia 

de un patrón característico de movilidad espermática (hiperactivación) asociado 



con la etapa final de la capacitación; la activación del metabolismo energético y de 

todos sus sistemas enzimáticos (Rogers y Perreault., 1990, Aitken et al., 1995); la 

eliminación o modificación de algunos componentes superficiales absorbidos o 

integrados en la MP durante la maduración epididimaria y/o por contacto con el 

plasma seminal, que actúan como factores descapacitantes (Oliphant et al., 1985, 

Drisdel et al., 1995); la disminución de la carga neta negativa superficial, 

aparentemente por la eliminación de ácido siálico y de algunos compuestos 

sulfatados (Lassalle y Testart., 1994); modificaciones en la distribución de 

antígenos de superficie (Myles y Primakoff., 1984, Okabe et al.,1987 y 

Yanagimachi, 1994); modificaciones en la conformación de las proteínas propias 

de la membrana (Yanagimachi, 1994); cambios en la permeabilidad membranal a 

los iones, principalmente al Ca2+ (Baldi et al.,1991, Chavarría et al.,1996 y 

Yanagimachi, 1982), al Na+ (Chavarría et al.,1996, Fraser, 1994 y Hyne et al., 

1984), al K+ (Chavarría et al.,1996 y Rogers et al., 1981) y a los protones (Ashraf 

et al., 1982). 

 

La necesidad de la presencia de Ca2+ en el medio extracelular, para la inducción 

de la hiperactivación del espermatozoide, ha quedado bien demostrada, en los 

espermatozoides de cobayo, ratón y hámster; ya que su incubación en medios 

desprovistos de Ca2+, no les permite mostrar los movimientos típicos  de ese 

patrón de movilidad, pero cuando se agregan concentraciones adecuadas de Ca2+ 

(2.5 mM), los espermatozoides inician casi inmediatamente las modificaciones en 

la movilidad que caracteriza la hiperactivación (Fraser, 1983, Yanagimachi, 1982). 

 

Los espermatozoides eyaculados se pueden unir a la ZP del ovocito sólo después 

de haber sido activados en el tracto reproductor femenino (Fraser, l998). La 

activación del espermatozoide (capacitación), es un evento muy complicado y a 

pesar de que ha sido estudiada aún no se tiene un conocimiento preciso de los 

mecanismos que concurren a que acontezca de manera fisiológica. Los cambios a 

nivel de la MP del espermatozoide se inducen durante la capacitación se 

describen a continuación, los cuales también tienen que ver con la aceleración de 



su metabolismo, modificación del patrón de movilidad y el aumento en la afinidad 

por la ZP (Harkeman et al., l998). 

 

En diferentes especies de mamíferos se han identificado cambios característicos 

en la movilidad espermática asociados con la etapa final de la capacitación y el 

disparo de la RA, tanto in vivo como in vitro: estos cambios en el patrón de 

movilidad se conocen genéricamente con el término de ¨hiperactivación¨, proceso 

descrito por primera vez en el hámster (Austin, 1951) y evidenciado después en 

numerosas especies. Durante la capacitación y antes de comenzar la RA, los 

espermatozoides adquieren un movimiento vigoroso, caracterizado por un  

aumento en la frecuencia y en la amplitud de movimientos del flagelo lo que le 

proporciona un gran empuje para avanzar a través del tracto reproductor de la 

hembra, en busca del ovocito (Gafo et al., 1994). La movilidad espermática es 

considerada como uno de los parámetros importantes en el proceso de 

fertilización, ya que participa tanto en el transporte de los espermatozoides hacia 

la región del ámpula en el oviducto, así como durante la interacción de los 

gametos y los eventos previos a la fusión de los mismos. El primer cambio en el 

patrón de movilidad que se observa in vitro coincide con la eliminación del plasma 

seminal (Vega et al., 2002). 

 

La composición de los fosfolípidos y su relación molar con el colesterol regulan la 

fluidez y la permeabilidad iónica en todas las membranas biológicas (Alberts et al., 

2002). Durante la capacitación se ha encontrado una disminución en la cantidad 

de colesterol y una disminución en la relación molar colesterol/fosfolípidos (c/f) 

(Davis, 1981, Huacuja et al., 1981, Langlais et al., 1981, Benoff et al., 1993, Ren et 

al 2001, Quill, et al., 2003). 

 

Langlais, et al., (1981) y Davis, (1982), propusieron un mecanismo para explicar el 

proceso de la capacitación y confirman que los medios capacitantes actúan 

induciendo la liberación de colesterol de la membrana del espermatozoide, lo cual 

provoca una disminución en la relación c/f y un aumento de la permeabilidad de la 

membrana,  particularmente para la entrada de Ca2+. El Ca2+ extracelular es 



requerido para completar la capacitación, cuya concentración está mediada por 

una ATPasa dependiente de Ca2+, todos estos acontecimientos preceden a la RA 

(Fraser, et al., 1992). 

 

Durante la capacitación los espermatozoides experimentan alteraciones en su 

expresión antigénica, por ejemplo el antígeno PH 20, localizado exclusivamente en 

la región posterior de la cabeza de los espermatozoides con acrosoma intacto, 

migra después de la incubación en condiciones capacitantes hacia la región 

anterior de la cabeza y después de que se lleva a cabo la RA, puede encontrarse 

en la membrana acrosomal interna (Primakoff y Myles., 1983).  

 

Existen evidencias  que durante y después de la eyaculación algunos 

componentes del plasma seminal (glicoproteínas, polipéptidos, proteínas) se fijan 

firmemente en la superficie de los espermatozoides inhibiendo su capacidad 

fertilizante (Yanagimachi, 1994). Se ha sugerido que los factores descapacitantes 

actúan en la MP del espermatozoide bloqueando receptores, grupos funcionales, 

enzimas, mecanismos o canales de intercambio iónico, y que sus funciones 

incluyen la protección de la integridad de los espermatozoides durante su estancia 

en el ambiente vaginal, así como la inhibición de la RA en regiones del aparato 

genital femenino que no son las apropiadas (Oliphant et al., 1985, Yanagimachi, 

1994). 

 

El NaHCO3 juega un papel importante en la inducción de capacitación in vitro de 

las células espermáticas (Boatman y Robbins, 1991, Suzuki et al., 1994, Shi y 

Roldan, 1995 y Visconti et al., 1995). En los espermatozoides de cerdo, el 

NaHCO3 modifica la superficie de la MP, incrementa el desorden lipídico (Harrison 

et al., 1996), aumentando la afinidad de unión hacia la ZP (Harkema et al., 1998, 

Flash et al., 2001), y el movimiento de transporte de fosfolípidos en la bicapa de la 

región apical del espermatozoide (Gadella y Harrison., 2000, Gadella y Harrison., 

2002). También se ha visto que el fluido oviductal y los medios para fertilización in 

vitro (IVF) contienen altos niveles de NaHCO3 (humano IVF+- 24 mM), en 

contraste el semen eyaculado solo contiene < 1 mM, por lo que es probable que el 



NaHCO3 bajo condiciones mayores a 1mM induzca el movimiento aleatorio de los 

fosfolípidos hasta aproximadamente el 40% de los espermatozoides tratados, 

mediante la acción de las escramblasas (Vries et al., 2003). 

 

Se ha encontrado que la exposición de PS en la superficie de la MP de células 

espermáticas capacitadas in vitro depende del NaHCO3 (15 mM), restringiendose 

esto a la región apical del espermatozoide. El incremento celular de NaHCO3 

directamente activa a la adenilato ciclasa (AC) e induce la formación del adenosin 

monofosfato cíclico (cAMP), el cual a su vez activa a proteín cinasa A (PKA) (Chen 

et al., 2000), esta cascada de señalización induce alteraciones en la arquitectura 

de la MP del espermatozoide. 

 

Gadella y Harrison en el 2003, reportaron una escramblasa de fosfolípidos 

dependiente de NaHCO3, limitada a la región apical del espermatozoide de 

verraco, y en el mismo año Vries et al., reportaron una isoforma (25 kDa) de esta 

escramblasa en espermatozoides de humano. También se observo que las células 

espermáticas incubadas sin NaHCO3 no muestran exposición de aminofosfolípidos 

en su superficie, sin embargo en presencia de NaHCO3 una población variable de 

espermatozoides expone PS en la cara externa de la MP de la región apical, esto 

fue detectado mediante el uso de anexina V-FITC (Vries et al., 2003). 

 

El papel  del cAMP como segundo mensajero es generalmente activar a PKA para  

fosforilar proteínas celulares específicas en células espermáticas de verraco. Esta 

cascada de señalización está involucrada en la activación de los movimientos 

transmembranales por   estimular la exposición de los aminofosfolípidos (Chen et 

al., 2000, Gadella y Harrison, 2000 y 2002).  

 

La exposición de aminofosfolípidos en la cara externa de la MP es un indicador 

temprano de apoptosis en muchos tipos celulares, pero también se ha asociado a 

otros eventos celulares tales como exocitosis y adhesión celular (Tepper et al., 

2000). Las proteínas de membrana, por regla general, no sobresalen desnudas al 

exterior celular, sino que están cubiertas por carbohidratos. Los carbohidratos se 



encuentran en forma de cadenas de oligosacáridos unidas covalentemente a las 

proteínas de membrana (glicoproteínas) y a lípidos (glicolípidos). El término 

cubierta celular o glicocálix se utiliza para describir la zona de la superficie celular 

rica en carbohidratos (Alberts et al., 2002). El glicocálix es importante en la 

comunicación intercelular de los gametos, este también forma parte de la capa 

extracelular de la superficie del espermatozoide. Además de esto, la polarización 

natural del glicocálix podría ser relevante para la organización de las moléculas de 

la MP a través de las cadenas de carbohidratos, que están en contacto directo con 

la MP del espermatozoide vía las proteínas integrales de la membrana y los 

glicolípidos. 

 

El glicocálix se altera durante la capacitación, como fue mostrado por estudios con 

lectinas (Yanagimachi, 1994). La redistribución de glicolípidos durante la 

capacitación se atribuye a la liberación de factores descapacitantes durante la 

capacitación (Adeoya-Osiguwa y Fraser, 1998) y otros factores que se unen a la 

MP (Töpfer-Petersen et al., 1998). Se ha establecido que la eliminación de los 

factores descapacitantes inducen la actividad de tirosin cinasa en proteínas 

transmembranales (Yanagimachi, 1994), y que la interacción de estas proteínas 

transmembranales con la ZP conduce a la agregación de más proteínas 

transmembranales y el subsecuentemente incremento en la actividad de las 

tirosinas. Además la eliminación de componentes superficiales dejan al 

descubierto los receptores para progesterona (P4) en la MP del espermatozoide. 

Se ha demostrado que los espermatozoides tomados de la cola del epidídimo de 

perros, tienen una gran afinidad por la P4 (90%), mientras que los 

espermatozoides de eyaculados no la tienen, ello debido a que algunos factores 

que se agregan a la membrana se secretan en la próstata (Sirivaidyapong et al., 

1999). Los espermatozoides que exponen receptores funcionales a P4 son los que 

inician la RA cuando se estimulan con esta hormona (Sirivaidyapong et al., 1999, 

Cheng et al., 1998).  

 

 

 



 

 

Reacción acrosomal 

La RA es un proceso fisiológico natural que se presenta en el espermatozoide 

después del proceso de capacitación, esto ocurre a nivel del tracto genital 

femenino en condiciones naturales, la RA se inicia inmediatamente después de la 

unión primaria del espermatozoide a la ZP del ovocito (Wassarman, 1992). 

Durante la RA la MP apical de la cabeza del espermatozoide se fusiona con la 

membrana acrosomal externa en múltiples sitios, lo que desencadena la liberación 

del contenido acrosomal (Saling et al., 1979). Las enzimas hidrolíticas liberadas 

del acrosoma sirven para hidrolizar y disolver la matriz de la ZP de manera local 

en la dirección inmediata de la penetración del espermatozoide, lo cual finalmente 

asegura la entrada del espermatozoide al espacio perivitelino (Llanos et al., 1993, 

Patrat et al., 2000). Diversos estudios apoyan la evidencia de que la RA es un 

indicador claro de que ya se ha realizado la capacitación espermática (Frits et al., 

2000). A pesar de las investigaciones que se han hecho relacionadas al tema, 

todavía existe cierta controversia acerca de si la RA debe considerarse como la 

parte terminal de la capacitación espermática o por el contrario, como un 

fenómeno independiente, pero está bien demostrado que para que los 

espermatozoides puedan fertilizar al ovocito requieren estar previamente 

capacitados y experimentar la RA (Reyes y Chavarría., 1987, Florman y First., 

1988, Kumakiri et al., 2003).  

 

Canales iónicos 

Los canales iónicos son proteínas transmembranales que permiten el paso 

selectivo de iones específicos cuando están abiertos (Alberts et al., 2003). El inicio 

de la RA, al igual que en otros eventos de fusión membranal, es dependiente de 

un incremento masivo de las concentraciones intracelulares de Ca2+ en las células 

espermáticas (Naz et al., 1991, Bailey y Storey, 1994, Landin-Alvarenga et al., 

2004).  Se requiere de Ca2+ extracelular para la capacitación espermática y para la 

RA (Visconti et al., 1995, Kaul et al., 1997).  Concentraciones bajas de Ca2+ 

extracelular (90 µM) en combinación con ionóforo de Ca2+ inducen solo la 



capacitación pero no la RA en espermatozoides de ratón, mientras que 

concentraciones extracelulares altas (1.8 mM) son apropiadas para inducir la RA 

(Fraser y McDermott, 1992, Jagannathan et al., 2002).  

 

La MP del espermatozoide tiene diferentes formas para introducir Ca2+ al interior 

de la célula: 

a).- Canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Benoff, 1998). 

b).- ATPasas de Ca2+ (Ashraf et al., 1994). 

c).- Intercambiadores de Na+/Ca2+ (Rufo et al., 1984). 

 

Además en el acrosoma se ha descrito la presencia de canales de Ca2+ sensitivos 

a inositol trifosfato (IP3) (Walensky y Zinder, 1995) así como la presencia de una 

ATPasa  de Ca2+, esto sugiere que el acrosoma podría servir como un regulador 

intracelular de Ca2+. No obstante el Ca2+ acrosomal podría estar secuestrado por 

proteínas o como cristales debido al pH ácido del acrosoma (Martínez-Menarguez 

et al., 1996). Debe recordarse que los espermatozoides carecen de retículo 

endoplásmico, y que las mitocondrias no están localizadas en la cabeza del 

espermatozoide por lo que estas últimas no pueden influir en las concentraciones 

de Ca2+. Además se ha postulado que el Ca2+ en el citoplasma de los 

espermatozoides se acumula en bajas concentraciones,  por la sensibilidad de la 

calmodulina (ATPasa dependiente de Ca2+). La inhibición de la calmodulina, 

produce un incremento en la concentración intracelular de Ca2+, que se refleja en 

una mayor proporción de espermatozoides capacitados (Adeoya-Osiguwa y 

Fraser, 1993, Fraser et al., 1995). Por otra parte, sin embargo la inhibición de los 

intercambiadores de Na+ / Ca2+, por un péptido de plasma seminal de 10 kDa 

(caltrina), previene los aumentos de Ca2+ en los espermatozoides del bovino (Rufo 

et al, 1984). La PKC y los canales de Ca2+ voltaje dependiente parecen estar 

tambien involucrados en el incremento del Ca2+ interno (Córdoba et al., 1997), a 

este respecto la despolarización de la MP es un prerrequisito para que la ZP 

desencadene la RA (Zeng et al., 1995, Arnoult et al., 1996, Cardona-Maya y 

Cadavid., 2005). 

 



 

 

Transporte de iones 
Las concentraciones de aniones y cationes en las secreciones del aparato genital 

femenino, varían dependiendo de la etapa del ciclo y de las condiciones 

fisiológicas de la hembra. Sin embargo los espermatozoides viables mantienen 

concentraciones iónicas intracelulares precisas que son diferentes de las que 

predominan en el medio ambiente, por lo tanto, la relación iónica intra/extracelular 

no es constante y se modifica durante la capacitación (Chavarría et al., 1996, 

DasGupta et al., 1993, Fraser et al., 1993, Fraser, 1994). Los movimientos iónicos 

tienen como resultado la activación de enzimas como la AC y enzimas de origen 

acrosomal y, han sido asociados también con los cambios en las características 

de la movilidad durante la capacitación (Foresta et al., 1993, Thomas y Meizel., 

1989, Yanagimachi, 1994). Los gradientes iónicos a través de la MP del gameto 

masculino se regulan principalmente mediante ATPasas dependientes de Na+, K+ 

y/o Ca2+, así como sistemas de intercambio iónico o antiportadores (De Jonge et 

al., 1993, Foresta et al., 1993, Llanos, 1994). Gordon et al., 1978, reportaron la 

presencia de una ATPasa de Ca2+ en la membrana acrosomal externa de los 

espermatozoides de cobayo, sugiriendo que esta enzima bombea Ca2+ hacia  el 

acrosoma, estimulando la RA. En 1982, Ashraff et al encontraron a esta enzima en 

la MP de la cabeza y del flagelo del espermatozoide del cerdo, mientras que 

García et al.,  1991 demostraron la presencia de una ATPasa dependiente de Ca2+ 

en la membrana acrosomal externa de espermatozoides de cobayo.  

 

Fosforilación de proteínas 
La fosforilación de proteinas tirosina, no solamente se ha implicado en la 

capacitación, sino también en la RA (Leyton y Saling, 1989). Así los inhibidores de 

tirosina cinasas bloquean la RA inducida por la ZP (Leyton et al., 1992). Se ha 

reportado que la  capacitación espermática resulta en la translocación de la 

fosfolipasa C gama (PLCγ) lo cual se cree es resultado de la fosforilación de 

tirosinas (Tomes et al., 1996). Aunque la RA inducida por la ZP puede ser 

bloqueada por los inhibidores de tirosina cinasas, ni la movilidad ni la RA inducida 



con el ionóforo de Ca2+, son bloqueadas, por lo tanto la capacitación, no se ve 

afectada (Pukazhenthi et al., 1998). Brewis et al (1998), demostraron que la ZP 

recombinante humana induce RA en los espermatozoides  capacitados de la 

misma especie, lo que coincidió con un aumento en la fosforilación de tirosina de 

una proteína de 95 kDa. La P4 también es capaz de inducir la RA e induce la 

entrada de Ca2+ en el espermatozoide. Por otra parte la inhibición de las tirosina 

cinasas reduce la entrada de Ca2+ inducida por P4 (Bonaccorsi et al., 1998). 

 

Además otras proteina cinasas ppdrián estar involucradas en la inducción de la 

RA. La estaurosporina, un inhibidor de la PKC, bloquea la RA inducida por la ZP 

en espermatozoides humanos y de otros mamíferos, pero no afecta su movilidad 

(Breitbart et al., 1992, Lax et al., 1994, Liu y Baker, 1997).  

 

Proteínas G 

Las proteínas G son una familia de proteínas que tienen especial afinidad por los 

nucleótidos de guanina, y desempeñan un papel muy importante en la 

transducción de señales de las células eucariotas (Brandelli, 1997).  En 1971 se 

observó que el guanosin trifosfato (GTP) era necesario para la activación de la AC. 

Se sabe que cuando un agonista se une a su receptor, el receptor adquiere una 

conformación que le permite interactuar con una determinada proteína G que se 

encuentra en estado inactivo y se produce un complejo transitorio. El acoplamiento 

del receptor activado con la región amino terminal de la subunidad alfa de la 

proteína g (Gα) induce cambios conformacionales que conducen al intercambio 

del guanosin di fosfato (GDP) por GTP;el complejo GTP–α, β, γ,  subunidades de 

la proteína G inducen la liberación de la porción GTP–α que participa en la 

activación o inhibición del efector molecular que puede ser la AC, o bien, puede 

participar en forma directa en la apertura de canales iónicos (Brucker et al., 1995, 

Frits et al., 2000, Alberts et al., 2003).  

 
Ya que las proteínas G virtualmente participan en la señalización de todas las 

células de los mamíferos (Wess, 1997),  muy probablemente estén involucradas 

en la RA. Los espermatozoides del mamífero poseen un subgrupo de proteínas G 



distribuidas sobre diferentes regiones que incluyen el segmento ecuatorial y el 

acrosoma (Garty et al., 1988, Merlet et al., 1999). Además la RA inducida por ZP 

puede ser inhibida por la toxina Pertussis, un inhibidor de las proteínas Gi, sin 

afectar la unión con la ZP (Wilde et al., 1992, Córdoba et al., 1997). La ZP induce 

la agregación de β1,4-galactosil-transferasa y se ha sugerido que activa a las 

proteínas G en el espermatozoide de ratón (Gong et al., 1995). La activación de 

las proteínas G por la unión de la ZP se sabe aumenta la actividad de la AC 

(Leclerc y Kopf, 1999). Además, la unión con ZPC induce la alcalinización del 

citoplasma vía proteína Gi y canales de cationes poco selectivos (insensible a la 

toxina Pertussis) (Arnoult et al., 1996). Los efectos concernientes a la 

alcalinización y despolarización aparentemente abren canales de Ca2+ sensibles a 

voltaje  (Arnoult et al., 1996). 

 

Progesterona 
La P4  es una hormona producida principalmente por las células del cuerpo lúteo 

del ovario y la placenta, aunque también es producida por las células foliculares 

parcialmente luteinizadas antes de la ovulación. En el espermatozoide de humano 

bajo condiciones in vitro, la P4 a una concentración de 17 ng/ml induce el influjo de 

Ca2+ y cuando la concentración se eleva a 31.45 ng/ml, es capaz  de inducir el 

movimiento de hiperactividad y la RA.  

 

Durante la capacitación, la eliminación de componentes superficiales deja al 

descubierto los receptores para P4 en la MP del espermatozoide. Se ha 

demostrado que los espermatozoides de perro, obtenidos de cola de epidídimo, 

más del 90% tienen afinidad por la P4, mientras que los de eyaculados no la 

tienen, se ha sugerido que esto se debe  a que algunos factores secretados en la 

próstata, se agregan a la membrana de la célula (Sirivaidyapong et al., 1999). Los 

espermatozoides que exponen receptores funcionales a P4 inician la RA cuando 

se estimulan con ésta (Cheng et al., 1998, Sirivaidyapong et al., 1999). La vía por 

la cual en varias especies la P4 induce la RA es el incremento en las 

concentraciones de Ca2+ intracelular, por lo que posiblemente esta hormona activa 

directamente los canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Cheng et al., 1998). 



Los espermatozoides poseen receptores de membrana para P4 (receptores para 

P4 no genómicos) (Blackmore y Lattanzio, 1991; Sabeur et al., 1996; Meyer et al., 

1998). Estos receptores difieren considerablemente de los genómicos localizados 

en el citosol encontrados en células somáticas (Kumar y Thompson, 1999). 

 

Por lo anterior, es claro que la P4 y su derivado la 17α-hidróxiprogesterona, 

contenidas en el líquido folicular del folículo ovulatorio, inducen  RA como se dijo 

antes a través de un mecanismo mediado por receptores específicos no 

genómicos, presentes en la MP del espermatozoide, particularmente sobre la 

región acrosomal (Blackmore et al., 1990, 1991, 1993, Krausz et al., 1995, 

Giojalas, 1998). 

 

El líquido folicular humano contiene aproximadamente 10 ug/ml, contra  6ng/ml en 

el suero (Libersky y Boatman, 1995), este líquido folicular es liberado durante la 

ovulación, por lo tanto la ZP puede estar impregnada con altos niveles de P4. In 

vitro concentraciones de 0.3 ug/ml de P4 son capaces de inducir la RA en varias 

especies de mamíferos (Osman et al., 1989, Baldi et al., 1991, Meléndrez et al., 

1994). Se sugiere que la P4 actúa vía receptor ácido gama amino butírico 

(GABA)/canal Cl, esta idea es apoyada por el descubrimiento de que GABA  se 

une a los espermatozoides humanos, por el hecho de que la P4 también estimula 

la entrada de cloro (Cl) (Meizel y Turner, 1996), y que este efecto de la P4 puede 

ser bloqueado por antagonistas del receptor GABA/canal Cl (Roldan et al., 1994, 

Melendrez y Meizel., 1995) En el espermatozoide la activación del receptor GABA 

por P4, consecutivamente aumenta la actividad de la fosfolipasa C (PLC), y como 

consecuencia se incrementa la producción de diacilglicerol (DAG) (Roldan et al., 

1994). La entrada de Cl a la célula causa la despolarización de la membrana y 

como consecuencia la entrada de Ca2+ a través de los canales de Ca2+  

dependientes de voltaje (Espinosa et al., 1998). Además la RA mediada por P4 

puede ser bloqueada por inhibidores de tirosina cinasas, lo cual sugiere  que la 

fosforilación de proteínas tirosina puede ser una vía de acción de esta hormona 

(Bonaccorsi et al., 1995). Por lo tanto se sugiere que la P4 actúa vía fosforilación 

de proteínas tirosina (Baldi et al., 1995, Thérien y Manjunath, 2003).  



 

Participación del calcio durante la reacción acrosomal 

Los iones de Ca2+ juegan un papel importante en algunos procesos fisiológicos, 

por su habilidad para regular la estructura y función de las membranas celulares y 

por su participación en algunas vías metabólicas, particularmente aquellas 

involucradas en los procesos de contractibilidad y metabolismo energético. Se 

sabe que el incremento de la concentración del Ca2+ citosólico, inducido por el 

ionóforo A-23187 o por incorporación de Ca2+ al medio, estimula la distribución al 

azar de los lípidos de la membrana,mediante la activación de la escramblasa de 

fosfolípidos (Williamson et al., 1985, Williamson et al., 1992, Sulpice et al., 1994 y 

Woon et al., 1999). El desorden que se produce en la membrana ocasiona la 

pérdida de la asimetría de los fosfolípidos de la membrana y posteriormente la 

formación de vesículas. La relación entre vesiculación y translocación de 

fosfolípidos se demostró por experimentos que indujeron vesiculaciones 

espontáneas en liposomas después de que se les indujo una redistribución 

transmembranal de los fosfolípidos (Farge y Deveraux, 1992, Frits, et al., 2000, 

Kirkman-Brown, et al., 2002). 

 

El Ca2+ desempeña un papel fundamental en todos los mecanismos de exocitosis, 

incluyendo la RA, por ejemplo en el erizo de mar este fenómeno parece ser el 

resultado de la entrada de Ca2+ a través de canales dependientes de voltaje 

(Guerrero y Darszon., 1989, Liévano et al., 1990). En el caso de los mamíferos, 

una de las propiedades más importantes de la RA es que la presencia de Ca2+ 

extracelular es indispensable para que tal proceso ocurra, aunque no se ha 

demostrado la presencia de canales de Ca2+  en la membrana, semejantes a los 

descritos en el erizo de mar. Sin embargo se ha demostrado que la RA ocurre 

concomitantemente con un aumento en la concentración intracelular de Ca2+ 

(Meizel y Turner., 1993). Los posibles sitios de depósitos de donde ocurriría la 

movilización de Ca2+ en el espermatozoide son la gota citoplásmica, el núcleo y el 

acrosoma. También se ha postulado que la vesícula acrosomal sirve como un 

almacenamiento de Ca2+, sugerido por la presencia de receptores para inositol 

trifosfato (IP3) en la membrana acrosomal (Walenski y Zinder, 1995). Un 



mecanismo posible de inducción de la RA, mediante movimientos de Ca2+ a partir 

de depósitos intracelulares, incluye la participación del aumento en la 

concentración intracelular de guanosin monofosfato cíclico (cGMP) y la activación 

de la sintetasa de óxido nítrico (NOS) (Xu et al., 1994). 

 

Además de lo anterior, es decir,  del aumento de la concentración intracelular del 

Ca2+, se produce la activación de la fosfolipasa A2, la cual causa modificaciones 

en los lípidos de las membranas y por lo tanto, favorece  la fusión de las 

membranas (Thakkar et al., 1984; García et al., 1991). Por otro lado, los iones de 

Ca2+ pueden estar actuando neutralizando las cargas en las membranas que 

deben interaccionar, permitiendo el  acercamiento entre las mismas y favoreciendo 

la fusión o podrían actuar como un puente iónico (Yanagimachi, 1994).  

 

Bajo condiciones in vitro, los espermatozoides obtenidos de la cola del epidídimo 

son capaces de acumular Ca2+, mientras que los espermatozoides recién 

eyaculados no, lo cual sugiere que el contacto con el plasma seminal inhibe la 

capacidad de las células para transportar Ca2+ (Coronel y Lardy., 1987). Un 

inhibidor  del transporte de este catión divalente llamado caltrina, se ha aislado del 

plasma seminal del toro; esta proteína funciona aparentemente modulando la 

actividad del antipuerto Na+/Ca2+ (Chavarría et al., 1996).  

 

En general se han distinguido tres eventos que requieren la presencia de Ca2+ y 

que preceden a la RA:  

 

1.- La hidrólisis de los polifosfoinosítidos por la fosfolipasa C, enzima que requiere 

la presencia de concentraciones pequeñas de Ca2+ y que es inhibida por Mg+2. 

 

2.- La producción de diacil glicerol (DAG), que induce la activación de la 

fosfolipasa A2 (PLA2). 

 



3.- La actividad de la PLA2 libera a los ácidos grasos de la posición 2 de la 

fosfatidilcolina, generando la formación de lisofosfolípidos, que tienen actividad 

fusogénica. 

 

Participación de elementos del citoesqueleto durante la capacitación y la 
reacción acrosomal 
En células espermatogénicas, los filamentos de actina han sido descritos 

primariamente en el espacio subacrosomal entre el núcleo y el desarrollo 

acrosomal de las espermátides de ciertas  especies de mamíferos (Vogl, 1989). 

En espermatozoides maduros sin embargo, la estructura y localización de los 

filamentos de actina  aún no están del todo claros (Howes et al, 2001).  En 

espermatozoides humanos las regiones reportadas que contienen actina incluyen 

al espacio acrosomal, ecuatorial, región post-acrosomal y la cola (Clarke et al., 

1982, Virtanen et al., 1984, Ochs y Wolf, 1985). La presencia de actina en la cola 

puede ser importante para la regulación de la motilidad espermática y su 

presencia en la cabeza  sugiere una posible participación durante la RA. La 

localización de actina en la región acrosomal de algunas especies de mamíferos 

incluyendo hámster, verraco, humano, toro, conejo y cerdo (Moreno – Fierros et 

al., 1992, Yagi y Paranko, 1995) sugieren un posible papel en la capacitación 

espermática y en la RA. 

 

La polimerización de actina es necesaria para la incorporación del espermatozoide 

dentro del citoplasma del óvulo (Sánchez–Gutiérrez et al., 2002) y para la 

descondensación del núcleo espermático (Kumakiri et al., 2003). Lin et al., 2002, 

reportaron que la polimerización de actina es importante para iniciar la movilidad 

espermática durante la maduración post- testicular. La polimerización de actina y 

la capacidad fertilizante de espermatozoides de verraco (Castellani-Ceresa et al., 

1993) y ratón (Brener et al., 2003), pueden ser inhibidas por citocalasina D un 

inhibidor de los filamentos de actina. 

 

En bovinos, la polimerización de actina y la fosforilación de proteínas en tirosina 

durante la capacitación espermática, son dos procesos que no ocurren en 



ausencia de NaHCO3 y ambos dependen de las actividades de PKA y de tirosina 

cinasas (Brener et al., 2003, Rivlin et al., 2004). Estos datos sugieren que la 

polimerización de actina y la fosforilación de tirosinas son procesos relacionados 

que ocurren durante la capacitación espermática. Estos dos procesos son 

necesarios pero insuficientes para llevar a cabo la capacitación espermática 

(Brener et al., 2003, Cohen et al., 2004). 

 

Se ha sugerido que la polimerización de actina que ocurre durante la capacitación, 

depende de tirosoina cinasas  dependientes de Ca2+, los cuales conducen a la 

fosforilación de tirosinas en proteínas espermáticas de 80 kDa y 85 kDa (Chen et 

al., 2000). Durante la capacitación la fosfolipasa D (PLD) está involucrada en la 

polimerización de actina del espermatozoide bovino (Cohen et al., 2004). Los 

requerimientos de la actividad de PLD para la formación de filamentos de actina se 

fundamenta en lo siguiente: primero, la polimerización de actina es 

significativamente disminuida por inhibidores de PLD (butan-1-ol y ceramida C2); 

segundo, PLD exógeno o ácido fosfatídico (PA) estimulan la polimerización de 

actina, la cual no es afectada por butan-1-ol y finalmente previo a la formación de 

filamentos de actina la actividad de PLD se ve aumentada  durante la 

capacitación, (Cohen et al., 2004). Relativamente rápido (10-20 minutos), la 

activación de la PLD y la polimerización de actina son inducidas por la activación 

de PKA o PKC y se ven completamente bloqueadas por la adición de butan-1-ol,  

indicativo de estos procesos mediados por PLD (Breitbart et al. 1995, Cohen et al., 

2004).  

Por otra parte la activación de la PKC durante la capacitación espermática bovina 

causa un incremento rápido en la polimerización de actina, la cual es seguida por 

una rápida despolimerización de la misma (Cohen et al., 2004), esto último es 

probablemente debido al incremento  en la concentración intracelular de Ca2+ 

([Ca2+]i) (Spungin y Breitbart, 1996, Brener et al., 2003). Una mayor formación de 

filamentos de actina es necesaria al final de la capacitación (Brener et al., 2003), y 

lo cual no puede ser alcanzado cuando la PKC está activada (Cohen et al., 2004), 

y por lo tanto la capacitación tampoco puede ser obtenida. Bajo condiciones no 

fisiológicas, la activación de PKA o PKC puede independientemente causar la 



activación de PLD, principalmente en la polimerización de actina, no obstante, bajo 

condiciones fisiológicas, la vía de PKA es obligatoria para la polimerización de 

actina y la capacitación, mientras que la vía de PKC es importante para la RA 

(Cohen et al., 2004, Chen et al., 2000, Cohen et al., 2004). 

 

Interacción del espermatozoide con el ovocito 

Entre los componentes del espermatozoide que se han postulado como 

responsables de la adhesión con la ZP está la enzima glicosil transferasa. En el 

espermatozoide de ratón esta es una proteína de la MP, con un peso molecular de 

55 kDa, localizada en la superficie de la región acrosomal (Guzmán et al., 1992). 

 

En la superficie del espermatozoide de rata (Rattus ratus) se ha reportado otra 

proteína con peso molecular de 49-54 kDa con características de lectina que 

reconoce y une galactosa, relacionada antigénicamente con el receptor para acil-

glicoproteínas séricas del hígado de rata. En el conejo (Oryctolagus cunículus) 

otra proteína de 14 kDa (autoantígeno de espermatozoide de conejo, RSA-I) tiene 

la propiedad de unirse a una glicoproteina de 87 kDa de la ZP del ovocito; la unión 

es inhibida por fucoidina y dextrán sulfato (Dudenhausen y Talbot, 1982). 

 

En el espermatozoide de conejo la acrosina se encuentra presente en el acrosoma 

intacto; pero después de la inducción de la RA, por la ZP, un porcentaje de ella 

permanece asociada a las regiones ecuatorial, postacrosomal y pieza  media del 

espermatozoide. Según la hipótesis de Richarson et al., (1991), en el 

espermatozoide humano la unión entre ciertas proteínas de la superficie del 

espermatozoide (pro-acrosina) y componentes de la ZP (ZP3), trae como 

consecuencia la activación de las enzimas proteolíticas (conversión de pro-

acrosina en acrosina); con la consiguiente  hidrólisis y liberando de los 

componentes de la ZP previamente unidos para establecer otras uniones. La 

continuidad de este proceso le permite al espermatozoide penetrar la ZP (Guzmán 

et al., 1992). 

 



En el hámster se ha identificado la P26, una proteína que se adhiere a la 

membrana del espermatozoide durante el tránsito epididimario, cubriendo la capa 

acrosomal (Robitaille et al., 1991), zona que ha sido definida como la región 

subcelular involucrada en la unión del espermatozoide con la ZP (Bérubé y 

Sullivan, 1994). La P26 muestra una afinidad especie-específica por glicoproteínas 

y homólogos de la ZP, por lo que se cree participa en la unión del espermatozoide 

a la ZP (Parent et al., 1999). En humanos el homólogo de P26 es P34H y se ha 

observado que su cantidad de esta proteína varía en los espermatozoides 

provenientes de hombres fértiles e infértiles, proporcionando una evidencia firme  

de que esta proteína podría ser un indicador de fertilidad masculina (Parent et  al., 

1999). 

 

V.- Planteamiento del problema 
El espermatozoide del mamífero es capaz de fertilizar exitosamente al óvulo sólo 

después de haber experimentado la maduración epididimaria, la capacitación y la 

RA. Durante la capacitación en el espermatozoide se presentan una serie de 

cambios entre los que destacan, la reorganización de proteínas, carbohidratos, y 

lípidos de la MP así como cambios en el metabolismo de lípidos y la salida de 

colesterol de la misma, que ocasionan  entre otras cosas alteraciones en la 

arquitectura de los fosfolípidos de la membrana (Gadella y Harrison., 2000, 

Gadella, 2002). En un estudio reciente Ávalos-Rodríguez et al., (2004) 

demostraron que durante la inducción de la capacitación y la RA, in vitro, ocurre la 

pérdida de la asimetría fosfolípidica de la MP, además reportaron diferencias 

topológicas de esta asimetría. Sin embargo hasta el momento se desconoce si 

esta pérdida de la asimetría de los fosfolípidos de la MP del espermatozoide es un 

evento dependiente de enzimas translocadoras de fosfolípidos, por lo cual en este 

trabajo nos propusimos conocer el efecto que tiene el NEM, un inhibidor de las 

translocasas, sobre la inducción de la RA de los espermatozoides obtenidos de 

cola de epidídimo de conejo. 

 

 

 



V.- Hipótesis 

• La pérdida de la asimetría fosfolipídica de la membrana plasmática durante 

la capacitación y la reacción acrosomal del espermatozoide del conejo es mediada 

por enzimas translocadoras. 

VI.- Objetivo general 

• Conocer si el N-Etilmaleimida impide la translocación de la fosfatidilserina 

de la membrana plasmática y con ello la reacción acrosomal en los 

espermatozoides de conejo.   

VII.- Objetivos particulares 

• Conocer si el N-Etilmaleimida inhibe la reacción acrosomal inducida por la 

progesterona, en los espermatozoides de conejos. 

 

• Conocer si durante la reacción acrosomal inducida con progesterona el N-

Etilmaleimida inhibe la asimetría fosfolipídica de la membrana plasmática del 

espermatozoide.  

 



V.- Planteamiento del problema 

El espermatozoide del mamífero es capaz de fertilizar exitosamente al óvulo sólo 

después de haber experimentado la maduración epididimaria, la capacitación y la 

RA. Durante la capacitación en el espermatozoide se presentan una serie de 

cambios entre los que destacan, la reorganización de proteínas, carbohidratos, y 

lípidos de la MP así como cambios en el metabolismo de lípidos y la salida de 

colesterol de la misma, que ocasionan  entre otras cosas alteraciones en la 

arquitectura de los fosfolípidos de la membrana (Gadella y Harrison., 2000, 

Gadella, 2002). En un estudio reciente Ávalos-Rodríguez et al., (2004) 

demostraron que durante la inducción de la capacitación y la RA, in vitro, ocurre la 

pérdida de la asimetría fosfolípidica de la MP, además reportaron diferencias 

topológicas de esta asimetría. Sin embargo hasta el momento se desconoce si 

esta pérdida de la asimetría de los fosfolípidos de la MP del espermatozoide es un 

evento dependiente de enzimas translocadoras de fosfolípidos, por lo cual en este 

trabajo nos propusimos conocer el efecto que tiene el NEM, un inhibidor de las 

translocasas, sobre la inducción de la RA de los espermatozoides obtenidos de 

cola de epidídimo de conejo. 

 

 

 

 

 

 

 

 



VIII.- Material y métodos 

Material biológico 

Se utilizaron 20 conejos machos de la raza Nueva Zelanda blancos, 

sexualmente maduros y con fertilidad probada. Los animales permanecieron 

en el bioterio de la Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Xochimilco, 

disponiendo de alimento y agua ad libitum, temperatura controlada de 18ºC y 

ciclos de luz / oscuridad de 12 /12 horas. 

 

Obtención de muestras 

Para obtener los espermatozoides de la cola del epidídimo, los conejos se 

sacrificaron por dislocación cervical. Se desangraron cortando la vena 

yugular, se realizó la disección de los testículos y posteriormente se ligaron 

las venas y el conducto del epidídimo con hilo de algodón, se efectuó la 

perfusión con solución salina fisiológica NaCl 0.154 mmoles a 37ºC. 

Posteriormente se separó el epidídimo del testículo, se ligó con hilo de 

algodón entre la región de la pieza media y la cola del epidídimo. Los 

espermatozoides se obtuvieron por perfusión de la región caudal del 

epidídimo, para ello, se inyectaron 3 ml de medio Brackett (KCl 4.02 mM, 

NaCl 112.00 mM, NaHCO3 37.00 mM, ácido pirúvico1.25 mM, CaCl2 2.25 

mM, glucosa 13.90 mM, fosfato de sodio 0.83 mM, cloruro de magnesio 0.52 

mM, 3.0 g/l de albúmina de suero bovino a pH 7.6) (Brackett y Oliphant., 

1975) a 37 ºC a través del conducto deferente, se hicieron pequeñas 

incisiones en la cola del epidídimo con una aguja calibre 21G y se colectó la 

suspensión de espermatozoides en un tubo cónico de polipropileno 

graduado, la muestra se centrifugó a 500 g durante 5 minutos a 37ºC y se 

resuspendió en 1.5 ml del mismo medio. 

 

Procesamiento de las muestras 

Se realizó un espermiograma para verificar la viabilidad de las muestras, el 

cual consistió en valorar el movimiento progresivo mediante microscopía 

óptica (objetivo 40 X); estimar el porcentaje de espermatozoides vivos, 

mediante la técnica de tinción supravital eosina-nigrosina (Swanson et al., 



1951, Yunes et al., 2000), con esta tinción los espermatozoides muertos 

adquieren una coloración rojiza, mientras que los vivos no se tiñen, la 

concentración espermática se calculó contando los espermatozoides en un 

hemocitómetro estándar (cámara de Neubauer) (Freshman, 2002). Se 

eliminaron las muestras contaminadas con sangre, así como las que no 

presentaron mínimo 80% de espermatozoides vivos y movimientos 

progresivos calificados como buenos y excelentes (Belsey et al., 1980). 

 

Inducción de la capacitación espermática 

Los espermatozoides recuperados se incubaron en medio Brackett durante 

seis horas a 37 ºC con agitación suave y constante en tubos cónicos de 

polipropileno bajo una atmósfera de 5% de CO2/aire y con una humedad 

relativa del 80%. Al finalizar el tiempo de la capacitación se tomaron dos 

alícuotas, una de 25 µl que se utilizó para determinar la viabilidad usando el 

método de eosina / nigrosina y la movilidad por observación directa al 

microscopio (40 X) y otra de 50 µl para valorar el porcentaje de 

espermatozoides capacitados por el método de clorhidrato de tetraciclina 

(CTC) (Green et al., 1994). 

 

Evaluación de la capacitación mediante clorhidrato de tetraciclina (CTC) 
(García-Macedo et al., 2000) 

Actualmente se han descrito numerosas técnicas para determinar cuándo un 

espermatozoide sufre la capacitación y/o RA, la mayoría se basan en los 

cambios físico-químicos que ocurren durante estos dos procesos, tal es el 

caso del uso del antibiótico fluorescente CTC, con el cual se puede detectar 

la capacitación y la RA. Sin embargo, para discernir entre ambos procesos, la 

CTC se utilizó solo para detectar la capacitación y para RA se utilizó la tinción 

con azul brillante de Coomassie G-250 (CBB), (Gafo y Garde., 1994). La CTC 

es un compuesto fluorescente, quelante de cationes divalentes, en el caso de 

los espermatozoides, la intensidad de la fluorescencia depende de la 

presencia y localización de los niveles de Ca2+. Estos patrones de 

fluorescencia se usaron para evaluar la capacitación de los espermatozoides, 



el 70+/-5% de los espermatozoides habían alcanzado la capacitación a las 

seis horas de incubación en medio Brackett. 

 
Para la realización de la técnica después de seis horas de incubación bajo 

condiciones capacitantes, una alícuota de 50 µl de la suspensión de 

espermatozoides se mezcló con 50 µl de una solución de CTC (CTC 750 

µmoles, NaCl 130 mmoles, cisteína 5 mmoles, Tris-Cl 20 mmoles, pH 7.8), 

después de 10 minutos de incubación, se adicionaron 10 µl de una solución 

de paraformaldehído al 12% en Tris 0.5 moles, pH 7.4 (Green et al., 1994), 

se colocaron 10 µl de esta mezcla sobre un porta objetos a 37ºC, se 

mezclaron con 10 µl de glicerol, para evitar la disminución de la fluorescencia 

por fotoblanqueo (Köhn et al., 1997) y se observaron inmediatamente en un 

microscopio con epifluorescencia Zeiss con filtro 2FI (405 nm de excitación, 

460 nm de emisión y filtros de barrera de 510 nm). Se contaron 200 

espermatozoides en cada una de las condiciones experimentales y se 

clasificaron de acuerdo al patrón de fluorescencia que se observó en la 

región de la cabeza. 

 

1.-Toda la superficie del espermatozoide teñida de manera uniforme con CTC 

indica espermatozoides no capacitados. 

 

2.-Una ligera tinción en la superficie postacrosomal del espermatozoide 

indica que están capacitados. 

 

3.-Espermatozoides con ligera tinción en la región apical de la cabeza  indica 

espermatozoides reaccionados (Das Gupta et al., 1994). 

 
 
 
 
 
 



Inducción de la reacción acrosomal 
Para la inducción de la RA con P4 de las muestras previamente capacitadas 

se tomaron ocho alícuotas de 300 µl cada una y se les dio el siguiente 

tratamiento: 

 

a) Testigo incubado en medio Brackett 

b) N-etilmaleimida NEM (5mM) 

c) P4 (3 mM) + NEM (5mM ) 

d) P4 (3 mM) 

 

En un primer experimento (experimento piloto) se adicionó el NEM sin 

ninguna incubación previa y en los siguientes se realizó una preincubación de 

30 minutos con este inhibidor antes de adicionar la P4, posteriormente se 

continuó la incubación a 15, 30, 45 y 60 minutos a 37ºC bajo una atmósfera 

de 5% de CO2/aire y una humedad relativa del 80%, cabe mencionar que el 

tiempo cero fue al momento de aplicar el tratamiento. En cada tiempo se 

determinó el porcentaje de espermatozoides que presentaron RA utilizando el 

método de CBB (Miller et al., 1993). 

 

Evaluación de la reacción acrosomal por el método de CBB 
Se tomó una alícuota de 5 µl de cada tratamiento y se preparó un frotis en un 

portaobjetos previamente tratado con poli-lisina, y se secaron al aire. Los 

frotis se tiñeron por inmersión durante dos horas en una solución de CBB G-

250 preparada en 50% de metanol y 10% de ácido acético. Los frotis teñidos 

se lavaron con agua destilada, se observaron y contaron en un microscopio 

Olympus Optical CO., LTD. Modelo CH30RF100 con el objetivo 40 X. Se 

contaron 200 espermatozoides por cada tratamiento. En todos los casos, los 

espermatozoides se clasificaron de acuerdo al patrón de tinción de sus 

acrosomas y se calculó el porcentaje de espermatozoides capacitados o con 

RA; la falta de tinción azul en el dominio acrosomal, es característico de 

espermatozoides con RA, la tinción homogénea indica espermatozoides no 

reaccionados con MP intacta (Ávalos-Rodríguez et al., 2004). 



 

Presencia de fosfatidilserina en los espermatozoides 
Con el propósito de verificar que los espermatozoides reaccionados pierden 

la asimetría de sus membranas durante la RA y por lo tanto presentan PS en 

la cara externa de la MP, se tomaron tres alícuotas: una  de espermatozoides 

sin capacitar, otra de espermatozoides capacitados por la  incubación 

durante 30 min con P4 y la tercera de espermatozoides capacitados con P4 

más NEM. Las alícuotas se  incubaron con anexina-V conjugada con el 

fluorocromo isotiocianato de fluorosceina (Anexina-V-FITC), la cual se une de 

manera específica a la PS.  A  20 µl de la muestra  se le adicionó 20 µl de 

Anexina-V-FITC (10 µg/ml en solución amortiguadora, Hepes/NaOH 10 mM, 

pH 7.4, NaCl 140 mM, CaCl2 5 mM). Las muestras se incubaron durante 15 

minutos a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad, 

posteriormente se realizaron frotis y se observaron  en un microscopio de 

epifluorescencia Zeiss Axiovert 100M, usando 405 nm de excitación y 460 nm 

de emisión para detectar Anexina-V FITC. Las imágenes fueron analizadas 

posteriormente haciendo uso del software LSM 5 Image Browser para 

microscopía de fluorescencia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Análisis estadístico 
Para el análisis estadístico, los datos se analizaron con ANOVA y prueba de 

Tukey, se utilizó el paquete Sigma Stat v2.0 (Sigma-Aldrich Co., San Louis, 

Missouri, USA). Se compararon las medias del grupo tratado solo con P4 

contra las medias del grupo tratado con P4 más NEM y el valor de 

significancia fue (p<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 



 
 
X.-Resultados 
Al término de seis horas de incubación en el medio Brackett, se evaluaron las 

muestras mediante microscopía de fluorescencia, y se encontró que el 70+/-

5% de los espermatozoides habían alcanzado la capacitación, estos 

adquieren un patrón clásico de fluorescencia (figura 4).  

 

 

 
 

 

 
 

         
 
 
 
 
 
 

Figura 4 Tinción de espermatozoides de conejo con clorhidrato de 

tetraciclina. Esta foto muestra el patrón de fluorescencia de un espermatozoide sin 

capacitar (A), fluorescencia homogénea en todo el espermatozoide y otro capacitado (B) 

disminución de la fluorescencia en la región acrosomal y la presencia de una banda 

fluorescente brillante en la región ecuatorial. 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

En los espermatozoides previamente capacitados, al ponerlos en contacto 

con la P4, se producen cambios físico químicos, se pierde la asimetría de su 

MP y se  produce la RA (figura 5). 

 

 

 

Figura 5 Tinción de espermatozoides con azul brillante de Coomassie. 
Espermatozoides con reacción acrosomal, la falta de tinción azul en el dominio acrosomal es 

característico (A), (B) espermatozoides no reaccionados la tinción homogénea es indicativo 

de una membrana plasmática intacta. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
En este trabajo se hizo evidente la presencia de PS en la cara externa de la 

MP de la célula espermática, gracias a la unión de  anexina-V, marcada con 

isotiocianato de fluorosceina (FITC) (figura 6). La anexina-V es una proteína 

que pertenece a la familia de las  unidoras de fosfolípidos,  se une en forma 

exclusiva  a PS bajo condiciones adecuadas de Ca2+ (Glander y Schaller, 

1999). La anexina-V se ha utilizado para detectar la pérdida de la asimetría 

membranal en diferentes sistemas celulares (Koopman et al., 1994, Vermes 

et al., 1995, Homburg et al., 1995).  

 

 
 

Figura 6 Microscopía de fluorescencia de los espermatozoides marcados con 

anexina V-FITC. Los espermatozoides no capacitados y sin RA (6A), no presentan 

fluorescencia. En la figura (6B) se observa la fluorescencia presentada por los 

espermatozoides capacitados y tratados con P4 más N-etilmaleimida por 30 minutos. En la 

figura (6C) la fluorescencia presentada por los espermatozoides tratados con P4, aquí a nivel 

del dominio acrosomal.  

 



 

 

En la tabla 2 se puede observar, que el porcentaje de espermatozoides con 

RA se vio incrementado significativamente con respecto al tiempo de 

incubación en todos los tratamientos realizados, el efecto del tratamiento 

también influyó de manera significativa sobre el porcentaje de 

espermatozoides reaccionados. Cabe señalar que el porcentaje de 

espermatozoides con RA que se observó en el grupo testigo es lo que se 

considera como RA espontánea. En el grupo testigo y el tratado con NEM se 

observaron los porcentajes más bajos de RA para todos los tiempos de 

estudio, no mostrando diferencias significativas (P>0.05) entre ambos grupos. 

Además los datos de este cuadro muestran claramente el efecto inductor de 

RA que tiene la P4, el cual resulta evidente a partir de los 15 minutos de 

incubación, mintiendo siempre los porcentajes mayores y con respecto a 

todos los otros grupos, con diferencias estadísticamente significativas 

(P>0.05). En el grupo tratado con P4 y NEM, previa incubación con NEM, se 

puede ver claramente que NEM tuvo un efecto inhibitorio muy claro en la RA 

inducida por P4 ya que en todos los casos a partir de los 15 minutos de iniciar 

el tratamiento, este grupo mostró cifras más bajas de espermatozoides 

reaccionados, lo cual fue estadísticamente significativo (P>0.05), al 

compararlo con el grupo tratado solo con P4 (gráfica 1). En estos dos últimos 

también fue muy claro el efecto del tiempo de incubación. A partir de los 15 

minutos en ambos grupos hubo un aumento significativo (P>0.05) de 

espermatozoides con RA, de tal manera que a los 60 minutos se encontraron 

los porcentajes mas altos de espermatozoides con RA. En el experimento 

piloto (tabla 1) sin una preincubación de los espermatozoides con el inhibidor 

(NEM), se encontró que el mayor porcentaje de inhibición de la RA fue del 

52.8% a los 60 minutos de incubación, en cambio, cuando se realizó una 

incubación previa con NEM, el mayor porcentaje de inhibición de la RA fue 

del 83.10% a los 60 minutos de incubación. Este cálculo se realizó tomando 

como el 100% el porcentaje de RA del tratamiento solo con P4, al cual se le 

resto el porcentaje del tratamiento de P4 con NEM. 
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Grafica 1 En esta gráfica se observa como la preincubación de 30 minutos 

con el inhibidor de enzimas translocasas (NEM), tiene un mayor efecto en la 

inhibición de la RA que cuando se aplica sin dicha preincubación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Tabla 1 Porcentaje de RA en los espermatozoides capacitados en presencia 

de progesterona con y sin NEM 
 

 

Tratamiento 

0 min. 15 min. 30 min. 45 min. 60 min. 

Testigo 1.8+0.66*a 3.4+1.07**a 7.7+1.41***a 8.4+1.07***a 13+1.24**** a 

N-etilmaleimida 

(5 mM) 

1.4+0.51*a 3.3+0.94**a 7.7+1.05**a 8.2+1.13**c 12.5+1.26***a 

Progesterona (3 mM) y  

N-etilmaleimida (5 mM)  

2+0.47*ab 7.8+1.75**b 12.8+1.31***b 18+2.40****b 25.3+2.49***** b 

Progesterona (3 mM) 2.7+0.94*ab 13.1+1.52**c 18.6+1.26***c 26+2.70****a 53.6+3.68***** c 

 

Los datos en la tabla, son el promedio y desviación estándar de 10 experimentos. Diferentes 

letras indican diferencia estadística (p<0.05), entre datos de la misma columna. 

Diferente número de asterisco indica diferencia estadística (p<0.05), entre datos del mismo 

renglón. Prueba ANOVA y Tukey. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabla 2. Porcentaje de espermatozoides con reacción acrosomal, 

preincubadas durante 30 minutos con y sin N-Etilmaleimida 

Tratamiento 0 min. 15 min. 30 min. 45 min. 60 min. 

Testigo 1.42+0.53*a 3.57+0.97**a 5.71+1.25***a 7.42+1.39****a 8.28+1.25****a 

N-Etilmaleimida 

(5 mM) 

1.71+0.95*a 3.85+0.69**ab 6.14+1.34***ab 7.28+1.97***a 8.57+1.71***a 

Progesterona (3mM) y  

N-Etilmaleimida (5 mM) 

2.00+0.57*a 5.57+0.97**b 7.57+0.97***b 8.00+1.91***a 8.85+1.77***a 

Progesterona (3mM) 2.14+0.69*a 12.57+1.98**c 18.71+3.25***c 27.85+2.54****b 52.42+6.55*****b

 

Los datos en la tabla, son el promedio y desviación estándar de 10 experimentos. Diferentes 

letras indican diferencia estadística (p<0.05), entre datos de la misma columna. 

Diferente número de asterisco indica diferencia estadística (p<0.05), entre datos del mismo 

renglón. Prueba ANOVA y Tukey. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



XI.- Discusión 

Para que un espermatozoide alcance la capacidad fertilizante requiere de 

procesos fisiológicos como, la maduración epididimaria, la capacitación y la 

RA. El primero ocurre en el epidídimo durante su trayecto por la cabeza, 

cuerpo y cola de dicho órgano, durante este proceso los principales cambios 

que sufre el espermatozoide son: adquir su forma definitiva, la capacidad 

para moverse y la habilidad para interaccionar con el ovocito y se vuelven 

potencialmente fértiles (Yanagimachi, 1994). Sin embargo los 

espermatozoides obtenidos de la región caudal del epidídimo no tienen 

componentes adquiridos del plasma seminal, que pudieran alterar o retrasar 

su capacitación (Yanagimachi, 1994). Estudios recientes confieren ventaja a 

los espermatozoides de epidídimo sobre los eyaculados en términos del 

tiempo para alcanzar la RA (García-Macedo et al., 2001 y Harkema et al., 

2004). En este trabajo se utilizaron espermatozoides  de cola de epidídimo, 

con la finalidad de evaluar el efecto de un inhibidor de translocasas de 

fosfolípidos sobre la asimetría de la membrana, durante la capacitación in 

vitro de las células (Marti et al., 2006).

 

Una vez madurados los espermatozoides, estos son eyaculados y 

depositados en el tracto reproductor femenino donde experimentarán el 

proceso de capacitación, el cual se caracteriza por una serie de cambios a 

nivel de la MP como son: remoción gradual o alteración de glicoproteínas, 

disminución del contenido de colesterol   y cambios en la distribución y 

composición de fosfolípidos de la membrana (Yanagimachi, 1994, Muller et 

al., 1994, Nolan et al., 1995, Gadella et al., 1999, Gadella et al., 2001, Rathi 

et al., 2003, Daleke, 2003). Solo los espermatozoides capacitados son 

capaces de entrar en contacto con la ZP, lo cual se desencadena la fusión de 

la MP con la membrana acrosomal externa, seguida de la formación de poros 

y vesículas, que permiten la salida del contenido acrosomal y la penetración 

del espermatozoide en el ovocito, este evento fisiológico recibe el nombre de 

RA (Yanagimachi, 1994). En un estudio reciente  Ávalos-Rodríguez et al., 

(2004) reportaron  que durante la capacitación y la RA, inducida con P4,  los  



espermatozoides de conejo  pierden la asimetría fosfolipídica de la MP. Esta 

pérdida en la asimetría puede ocurrir como consecuencia de la intervención 

de enzimas translocadoras de fosfolípidos y probablemente la pérdida de la 

asimetría fosfolipídica  es un requisito para que se realice la RA.  

 

Los lípidos estructurales de la bicapa de las membranas biológicas se 

encuentran en equilibrio, gracias a la acción de diferentes enzimas 

denominadas translocasas, de las cuales se conocen tres tipos: 

escramblasas, dependientes de Ca2+, no son selectivas  y  actúan de manera 

aleatoria; flopasas,  que transportan fosfolípidos aniónicos de la cara interna 

hacia la cara externa de la MP y las flopasas, que actúan de manera inversa 

a las flopasas, ambas son dependientes de ATP y Mg2+ (Devaux, 2000, 

Daleke, 2003, Di Vittorio et al., 2005). Se sabe que todos los fosfolípidos 

difunden pasivamente a través de la bicapa, cuando uno de ellos, por 

ejemplo la PS o PE cambian de posición, éstos son transportados 

activamente de la cara externa de la membrana hacia la cara interna por la 

acción de las enzimas translocasas  (Kuypers et al., 1996). El efecto continuo 

de flip-flop trae como consecuencia la pérdida de la asimetría membranal, la 

cual juega un papel muy importante en la adhesión celular (Schlegel et al., 

1985, Verhoven et al., 1992) y en procesos de fusión de membranas (Bailey y 

Cullis, 1994), incluyendo la exocitosis celular (Bogdanov et al., 1993, Müller 

et al., 1996). Se sabe que algunos componentes del medio capacitante, como 

son el Ca2+ (Emiliozzi y Fenichel, 1997, Osheroff et al., 1999); el NaHCO3 

(Gadella y Harrison, 2000) e indirectamente la albúmina (Langlais y Roberts, 

1985, Iborra et al., 2000) entre otros, participan de manera importante en la 

inducción de la translocación fosfolípidica en  la MP, lo que produce cambios 

en la arquitectura del espermatozoide, necesarios para la fusión entre 

membranas. 

 

El Ca2+ juega un papel muy importante en la adquisición de la capacidad 

fecundante de este gameto, también facilita la capacitación y la RA. Se sabe 

que el incremento en la concentración del Ca2+ citosólico, produce una 



distribución al azar de los fosfolípidos de la membrana (Williamson et al, 

1992). El desorden que se produce ocasiona la pérdida de la asimetría de los 

fosfolípidos de la membrana y posteriormente la formación de vesículas. La 

relación entre vesiculación y translocación de fosfolípidos está apoyada por 

experimentos que mostraron brotes espontáneos y vesiculaciones en 

liposomas después de una inducción en la redistribución transmembranal de 

fosfolípidos (Farge y Deveraux, 1992). La P4 tiende a aumentar las 

concentraciones citosólicas de Ca2+ en el espermatozoide,  vía PTK y PKC, lo 

que desencadena cambios membranales importantes (Thomas y Meizel, 

1988, Patrat et al., 2000, Rathi et al., 2003). Los resultados que se reportan 

en este trabajo (figura 6c), muestran con claridad que durante el tiempo que 

pasa el espermatozoide en un medio capacitante, como es el medio Brackett, 

el cual contiene elementos que se han reportado como inductores de la 

pérdida de la asimetría fosfolipídica de la MP el Ca2+ (Emiliozzi y Fenichel, 

1997; Osheroff et al., 1999); el bicarbonato (Gadella y Harrison, 2000) e 

indirectamente la albúmina (Langlais y Roberts, 1985; Iborra et al., 2000) 

entre otros, más un inductor de RA como es la P4, se llevan a cabo cambios 

membranales como la exposición de la PS necesaria para la fusión entre 

membranas, esto como consecuencia de un incremento en los movimientos 

de flip-flop, mientras en las muestras que presentaron el inhibidor de 

translocasas NEM (figura 6b), se observa una disminución en la proporción 

de espermatozoides con fluorescencia, como consecuencia de la inhibición 

de las enzimas translocasas necesarias para transportar los fosfolípidos de 

una lámina a otra, mientras que en la figura 5a se observa una ausencia de 

fluorescencia en espermatozoides sin capacitar y sin reacción acrosomal, lo 

que seguramente se trata de espermatozoides con una membrana 

completamente asimétrica, que no se ha exteriorizado la PS.  

 

La exposición de PS es detectada, por la afinidad que tiene la anexina-V por 

este fosfolípido. La anexina-V-FITC es una proteína que pertenece a la 

familia de proteínas unidoras de fosfolípidos y se une solamente a PS bajo 

condiciones especiales de Ca2+. La anexina-V-FITC es usada para detectar la 



pérdida de la asimetría membranal en diferentes sistemas celulares 

(Koopman et al., 1994; Vermes et al., 1995; Homburg et al., 1995). Lo que 

resulta interesante de las imágenes que se presentan en la figura 6, es que 

la P4 favorece un patrón de fluorescencia característico, la mayor cantidad de 

uniones de anexina-V-FITC ocurren en el límite entre la región acrosomal y 

post-acrosomal, como lo reportó Avalos-Rodríguez et al., (2004), lo que 

puede ser un punto de acumulación de efectos que preparan al 

espermatozoide para su fusión con el ovocito.  

 

Los resultados de este trabajo evidencian que la  P4 induce la presencia de 

PS en la cara externa de la membrana de los espermatozoides  (figura 6). La 

estimulación hacia la capacitación espermática y la subsiguiente  RA con P4 

ha sido demostrada en varias especies animales (Breitbart y Spungin, 1997, 

Patrat et al., 2000, Gadella et al., 2001, Kirkman-Brown et al., 2002, Thérien y 

Manjunath, 2003, Rathi et al., 2003). Hasta el momento no se ha reportado 

ningun trabajo en el cual se haya inhibido la RA de células espermáticas a 

traves de la vía de las aminofosfolípido translocasas, utilizando al NEM como 

inductor de la inhibición. 

El NEM ha sido utilizado para modificar las propiedades químicas de las 

proteínas, y se asume que la reacción ocurre específicamente en el grupo 

tihol (SH) de los residuos de cisteina (Smyth, 1964, Riordan y Vallee., 1972, 

Michaut et al., 2000; Pastore et al., 2000;  Boon y Smith., 2001). El 83.1% de  

inhibición que ocasionaron 5 mM de NEM sobre la RA de espermatozoides 

incubados con P4, permite afirmar que  las enzimas translocadoras de 

fosfolípidos son en buena medida responsables de este importante evento en 

el espermatozoide. En un modelo alterno de inhibición de la exocitosis 

acrosomal utilizando 3 mM de NEM en espermatozoides humanos, Michaut 

et al., 2000 obtuvieron un 40% de inhibición, Jackson y Modern, en 1990 

estudiando la exocitosis de los gránulos corticales de huevos de erizo de 

mar, utilizando 5 mM de NEM lograron inhibir de manera total dicho proceso. 

Rodríguez et al., 1994 utilizando de 3 a 5 mM de NEM lograron la 



inactivación total del factor sensitivo a N-etilmaleimida (NSF), una proteína 

requerida en los eventos de fusión de multiples sistemas celulares y que 

puede ser inhibida por el NEM (Michaut et al., 2000).  El hecho de que el 

NEM no inhiba totalmente la RA, sugiere  la existencia de otros mecanismos 

involucrados en este proceso  que no pueden ser inhibidos por  NEM, 

probablemente debido a que estas vías no presentan un grupo SH expuesto 

o que no son dependientes de energía y por lo tanto el NEM no tiene efecto 

sobre ellos. Un posible mecanismo que no puede ser inhibido con NEM es el 

de una proteína de membrana llamada Rab3 y sus isoformas A, B, C y D, 

que pertenecen a la familia de las GTPasas y promueven la exocitosis en 

diversos sistemas celulares (Ohnishi et al., 1997, Gueppert y Sudhof, 1998, 

Conner y Wessel, 1998). Rab3A es la mejor caracterizada y se activa bajo el 

estimulo del Ca2+, estabiliza al NSF en las membranas celulares, como parte 

del mecanismo molecular que media la exocitosis acrosomal, el NSF en el 

espermatozoide humano se localiza en la región acrosomal y contribuye en el 

proceso de fusión de la MP con la acrosomal externa (Michaut et al., 2000).    

Por otra parte nuestros resultados (tabla 1 y grafica 1) muestran claramente 

la importancia que tiene realizar  una preincubación de la muestra de 

espermatozoides con el NEM para que éste pueda ejercer su efecto inhibidor 

de la RA (52.8% a los 60 minutos de incubación contra  83.10% a los 60 

minutos, cuando se realiza una  previa incubación con este), el 

comportamiento de las muestras en ambas gráficas es similar, la diferencia 

es marcada solamente en el grupo tratado con P4 más NEM. Es decir la 

preincubación podría ser necesaria para que el NEM se pueda unir a la 

mayoría de los grupos SH presentes y de esta manera inactivar a la enzima. 

La inhibición competitiva que ejerce el N-Etilmaleimida sobre el grupo SH de 

los aminoácidos cisteina y cistina de las translocasas, se ve favorecida de 

manera significativa con la incubación previa de 30 minutos, lo que significa 

que la temporalidad es necesaria para presentación de esta molécula a los 

radicales SH. 

 



XII.- Conclusiones 

La incubación de las muestras de espermatozoides con N-etilmaleimida durante 

30 minutos previos a la inducción de la reacción acrosomal con progesterona, 

aumentó de manera importante su capacidad para inhibir la reacción acrosomal. 

Durante el proceso de reacción acrosomal inducido con progesterona en 

espermatozoides de conejo, existe pérdida de la asimetría fosfolipídica de la 

membrana plasmática. 

Las enzimas translocasas, participan de manera importante en la pérdida de la 

asimetría de la membrana plasmática del espermatozoide durante la reacción 

acrosomal, ya que su inhibición fue capaz de impedir la reacción acrosomal hasta 

en un 83%. 

El N-etilmaleimida es un agente químico efectivo en la inhibición de las enzimas 

translocadoras de fosfolípidos y de la reacción acrosomal del espermatozoide de 

conejo. 
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