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“ESTUDIO DE LA’UBIQUITINACIC')N DE PROTEINAS DE LA
MEMBRANA PLASMATICA DEL ESPERMATOZOIDE DURANTE LA
CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL".

M. en C. Minerva Carolina Torres Ortiz.

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue conocer si ocurre ubiquitinacién en la membrana
plasmatica de espermatozoides de conejo durante la capacitacion y reaccion acrosomal
in vitro. Se utilizaron conejos Nueva Zelanda con fertilidad probada. Se obtuvieron
muestras de eyaculado mediante el método de vagina artificial, y de cola de epididimo
mediante sacrificio, diseccion y perfusion. Se indujo capacitacion con medio Brackett y
reaccion acrosomal con Progesterona. Se utilizé el método de clorotetraciclina para
monitorear la capacitacion, y el método de azul de Coomasie para la reaccién
acrosomal. Se cuantificaron los espermatozoides con proteinas ubiquitinadas mediante
la técnica de inmunoensayo (SUTI) utilizando el anticuerpo Ubiquitina, mediante
microscopio de fluorescencia. Los resultados de volumen, viabilidad, concentracién y
motilidad estuvieron dentro del rango normal. No existio diferencia significativa entre
espermatozoides que presentaron capacitacion de las muestras de eyaculado y
epididimo a las 0 horas, sin embargo en tiempos posteriores (2, 4 y 6 horas) si se
observo diferencia significativa entre ambos (p< 0.05). No hubo diferencia significativa
entre los espermatozoides que presentaron reaccion acrosomal en muestras de
eyaculado y epididimo a los 0 y 30 minutos, sin embargo a los 60 minutos si se observo
diferencia significativa entre ambos (p< 0.05). Ubiquitinacion de 14 + 3.7% en
eyaculado y 24 + 3.3% en epididimo a las 0 horas; 12 + 3.8% en eyaculado y 22 + 2.8
% en epididimo a las 3 horas; 10 + 3.5% en eyaculado y 19 + 4.1 % en epididimo a las
6 horas;y 7 + 2.1% en eyaculado y 16 £+ 3.2 % en epididimo a las 7 horas. Se concluye
que si ocurre ubiquitinacion en proteinas de la membrana de espermatozoides de
conejo durante la capacitacion y reaccion acrosomal, ademas que existe una diferencia
significativa (p<0.05) entre ambos tipos de muestras en todos los tiempos, siendo un

porcentaje mas alto de espermatozoides ubiquitinados en el epididimo.

Palabras clave: espermatozoide, capacitacion, reaccién acrosomal, ubiquitinacién.



SUMMARY

The purpose of this study was to know if ubiquitination process occurs in the
spermatozoon’s plasmatic membrane of rabbits during the capacitation and acrosomal
reaction process in vitro. New Zealand’s rabbits with proven fertility were used in this
process. Samples of ejaculation were taken with artificial vagina and from epididymis
duct, through sacrifice, dissection and perfusion. Capacitation was inducted by
Brackett's way and acrosomal reaction with progesterone. The chlortetracycline’s
method was used to monitor capacitation, and Blue Coomasie’s method was used to
monitor acrosomal reaction. The spermatozoa with ubiquitin proteins were quantified
through the technique of immune essay (SUTI) using the antibody ubiquitin by means of
fluorescence microscope. Results of volume, viability, concentration and motility were
into normal range. There were not significant difference between spermatozoa that had
capacitation in the sample obtained from ejaculation and the sample obtained from
epididymis at hour 0, however in subsequent times (hours 2, 4, 6), it were showed
significant differences between spermatozoa (p< 0.05). There were not significant
differences between spermatozoa that showed acrosomal reaction in samples obtained
from ejaculation and samples obtained from epididymis at minutes 0 and 30, however at
minute 60, there were significant differences between spermatozoa (p< 0.05).
Ubiquitination of 14 + 3.7% in ejaculation samples and 24 + 3.3% in epididymis
samples, at hour 0; 12 + 3.8% in ejaculation samples, 22 + 2.8 % in epididymis
samples, at hour 3; 10 £ 3.5% in ejaculation samples and 19 + 4.1 % in epididymis
samples at hour 6 and finally 7 £ 2.1% in ejaculation samples and 16 = 3.2 % in
epididymis samples at hour 7. The conclusion is that ubiquitination process occurs in
proteins of the spermatozoon’s membrane in rabbits during capacitation and acrosomal
reaction, we can also conclude that exists a significant difference (p<0.05) between the
type of samples, in all the periods in which the samples were obtained, being the

highest percentage of spermatozoa ubiquitinated on the epididymis.

Key words: sperm, capacitation, acrosomal reaction, ubiquitination.



INTRODUCCION

La fecundacion en los mamiferos, ocurre como consecuencia del encuentro de los
gametos masculino y femenino (Johanson et al., 2009), que son resultado de una fina
seleccidon que garantiza que tanto la estructura como la funcionalidad sean adecuadas.
Este proceso ocurre en varios niveles, incluyendo la seleccion de los espermatozoides
capacitados sobre el vitelo del ovocito durante la fecundacion, asi como una pre-
seleccion tanto del espermatozoide como del ovocito antes de su liberacion desde las
gonadas. Los ovocitos experimentan una dramatica reduccion en su numero, durante el
cual sélo algunos ovocitos de la dotacion total de cada especie crecen hasta alcanzar
su madurez y ser ovulados, mientras que la mayoria se pierde por el proceso de atresia
(Rosales, 2008).

En cuanto al espermatozoide, algunos autores han propuesto un mecanismo de
eliminacién, en el cual se ve involucrada la apoptosis. Los componentes de la via
apoptética se encuentran en el linaje celular espermatogénico y en el espermatozoide
maduro (Yin et al., 1998). Sin embargo, aun no se tiene claro un mecanismo definitivo

para el control de la seleccion del espermatozoide (Sutovsky et al., 2001a).

Algunos métodos subjetivos para el diagnostico y prediccion de las infertilidadades en
el macho (Ozanon, 2005), estan actualmente disponibles, muchos de ellos se
fundamentan en la deteccion de dafios en el DNA por pruebas que se basan en la
integridad de cromatina en los espermatozoides (van der Schans et al., 2000), otros
ensayos detectan los componentes de la via apoptética ligados a anormalidades
espermaticas (Zhongguo et al., 2008).

Los espermatozoides defectuosos, asi como contaminantes de origen celular presentes
en el eyaculado, pueden ser detectados mediante la union de las proteinas dafiadas de
su membrana plasmatica con un marcador proteolitico universal llamado ubiquitina
(Ciechanover, 1994), aparentemente este marcaje ocurre cuando el espermatozoide
atraviesa el epididimo (esto ha sido confirmado en ungulados, roedores y primates) Las
colas de espermatozoides anormales, contaminantes de origen celular, espermétides

alargadas y redondas, leucocitos y restos celulares comienzan a ubiquitinarse en la



superficie y estos son reconocidos experimentalmente con el uso de anticuerpos para
ubiquitina (Sutovsky et al., 2000).

Algunas proteinas de la superficie del espermatozoide cuando pierden su estructura,
son detectadas por la ubiquitina, de alli que se ha pensado que este proceso puede ser
un indicador de alteraciones de la membrana plasmatica que tengan que ver con la
capacidad fertilizante de los espermatozoides, sin embargo no existen experimentos
que comprueben esta aseveracion. Si nos detenemos a analizar lo que sucede durante
los procesos de capacitacion y reaccion acrosomal, en donde ocurre una serie de
cambios fisicoquimicos a nivel de la membrana plasmatica del espermatozoide, entre
ellos la remocién de proteinas de superficie se podria pensar que las proteinas
marcadas con ubiquitina podrian ser las primeras seleccionadas para la remocion,
viéndolo de esta manera el proceso de ubiquitinacion en el espermatozoide podria ser

un biomarcador de la calidad del semen (Avalos, 2004).



ANTECEDENTES

1.- Anatomia del aparato reproductor del macho

El aparato reproductor en los machos de todos los mamiferos consiste en un testiculo
izquierdo y uno derecho, cada uno consta de un epididimo, un conducto deferente y
una vesicula seminal los cuales llegan a la uretra pélvica y al pene. El sistema secretor
incluye una asociacién de la uretra, prostata y las glandulas. La uretra sirve como un
canal urogenital, donde convergen tanto la orina como el semen. Dentro del testiculo,
en el parénquima se localizan los tdbulos seminiferos individuales conectados
directamente a una red de tubulos, conocida como la rete testis, la cual se encuentra
en el mediastino. De la rete testis emergen varios conductos eferentes los cuales
atraviesan la tanica albuginea y convergen dentro de la cabeza del epididimo, donde se

forma un solo conducto epididimal (Donnelly, 2004).

El epididimo es un tdbulo empaquetado en un saco de tejido conectivo que es una
extension de la tunica albuginea. Anatdbmicamente el epididimo consta de tres partes
bien definidas: cabeza, cuerpo y cola. La cabeza es la parte mas grande, recorre el
polo dorsal del testiculo y desciende en forma de asa en la superficie dorso lateral del
testiculo. El cuerpo del epididimo se extiende hacia el polo distal del testiculo y se une
intimamente a la cara caudo-media del testiculo. La cola del epididimo tiene forma
conica y se une estrechamente por su base mayor al polo distal del testiculo. Las
circonvoluciones del epididimo van disminuyendo en amplitud progresivamente desde
la cabeza al cuerpo, en el cual se aprecia una construccion delgada de la tanica
albuginea; pero a nivel de la cola aumenta el diametro del tabulo y el tamafio de las

circonvoluciones (Mostafa et al, 2008).

2.- Morfologia del espermatozoide maduro

La célula germinal masculina se produce en la gbénada mediante un proceso

permanente de division de las células germinales o espermatogonias.



Durante la espermiogénesis ocurren una serie de eventos en el epitelio de los tubulos
seminiferos controlado hormonalmente por el eje hipotdlamo hipodfisis-gbnada, que
culmina con la formacion de espermatozoides maduros a partir de células precursoras,
las espermatogonias. Durante la espermiogénesis los organelos de los
espermatozoides son modificados morfolégica y funcionalmente con la finalidad de
tener las caracteristicas apropiadas de una célula somética capaz de fertilizar al ovocito
(Morel, 1999).

En el espermatozoide pueden identificarse 5 regiones estructurales: cabeza, cuello,
pieza media, principal y final del flagelo todas delimitadas por la membrana plasmatica
(Donnelly, 2004).

La membrana plasmética esta compuesta principalmente por fosfolipidos, colesterol, y
proteinas. Los lipidos se encuentran distribuidos en una bicapa, con una region
hidrofilica o polar expuesta y una regidén hidrofébica localizada al interior de esta
bicapa. Las proteinas se encuentran distribuidas entre los lipidos de manera integral o
bien en forma periférica; algunas sirven de canales o bien como receptores. Algunas
proteinas en la superficie exterior se encuentran unidas a cadenas de carbohidratos. Es
sabido que la proporcion de colesterol-fosfolipidos, la naturaleza de los fosfolipidos y la
temperatura determinan la fluidez de la membrana, por lo que a temperatura corporal

se encuentra en un estado fluido (Juarez et al., 2000).

La cabeza del espermatozoide incluye al nucleo delimitado por la membrana nuclear,
donde se encuentra la cromatina altamente condensada y la teca perinuclear; esta
altima principal elemento citoesquelético de la cabeza (Juarez, 2000). En la region
apical, se encuentra el acrosoma que es una vesicula altamente especializada que

contiene enzimas necesarias para la penetracion de la zona pelucida del ovocito.

La cabeza para su estudio, se ha dividido en tres dominios de membrana: el de la

region apical o subacrosomal, el de la region ecuatorial y el de la regién posacrosomal.

Pieza de conexion o cuello: Se extiende desde la cabeza en la base del nucleo hasta la
pieza media del flagelo. En la pieza de conexion se observan la placa basal, cuerpos

laminares, el capitulum, las columnas segmentadas, el cuerpo basal y el axonema.



Pieza media: Se extiende desde la regidn distal de la pieza de conexion hasta el anillo
de Jensen (annulus). En la pieza media se distinguen el axonema, la vaina mitocondrial

y las fibras densas.

Axonema: ocupa el eje central de todo el flagelo (pieza media, principal y final) y esta
constituido por dos microtubulos sencillos, rodeado por nueve dobletes de microtubulos
y sus proteinas asociadas. La vaina mitocondrial que rodea al axonema se caracteriza
por la presencia de una gran cantidad de mitocondrias distribuidas sobre su
circunferencia, éstas contienen enzimas y cofactores necesarios para la produccion de
ATP, que a su vez es necesario para la actividad contractil del flagelo. Las fibras
densas son estructuras citoesqueléticas dispuestas entre la vaina mitocondrial y cada
uno de los microtubulos periféricos del axonema (Alberts et al., 2002).

Pieza principal: es el segmento mas largo del flagelo. Se extiende desde el anillo de
Jensen hasta el extremo proximal de la pieza terminal, distinguiéndose las siguientes

estructuras: vaina fibrosa, fibras densas, anillo de Jensen y axonema.

Pieza terminal: es el segmento final y el mas corto del flagelo del espermatozoide esta

formado por el axonema envuelto directamente por la membrana plasmatica.

La célula espermatica madura carece de un grupo importante de organelos: reticulo
endoplasmico, complejo de Golgi, lisosomas y peroxisomas para la sintesis y
degradacion de componentes celulares (Frits et al.,, 2000). También es oportuno
mencionar que en el espermatozoide maduro la superficie de la membrana no esta en
comunicacién con las estructuras membranosas intercelulares porque el transporte

membranal mediado por vesiculas esta bloqueado.

3.- Estructura de la membrana plasmatica del espermatozoide

La membrana plasmatica del espermatozoide se caracteriza por estar subdividida en
regiones bien delimitadas a pesar de la reconocida capacidad de la membrana
plasmatica para la migracion lateral de proteinas y lipidos. Estas regiones denominadas

dominios difieren notablemente en composicion y funcion (Frits et al., 2000).



La membrana plasmética de la cabeza del espermatozoide esta dividida en un dominio
acrosomal (region anterior de la cabeza) y en un dominio postacrosomal (regién

posterior a la cabeza). EI dominio acrosomal puede ser subdividido en:

1.- Segmento marginal (segmento apical, banda anterior y/o aro periférico), dominio
que se encuentra sobre el &rea del acrosoma que sobresale de la regién nuclear.

2.- Segmento principal (segmento acrosomal) dominio localizado por encima de la
mayor porcion del acrosoma.

3.- Dominio ecuatorial (acrosomal posterior) ubicado en los limites entre la parte

posterior del acrosoma y la llamada regién posacrosomal. (Ver Figura 1)

El dominio marginal y del segmento principal, a menudo son referidos como acrosoma
anterior o como capa anterior. Estos dos dominios estan separados por una media luna
central en el caso de espermatozoides de cobayo y posiblemente de otras especies
(Frits et al., 2000).

La membrana plasmatica del espermatozoide estd compuesta de colesterol,
glicolipidos, altas cantidades de plasmalégenos, fosfolipidos y otros lipidos de cadena
alifatica poliinsaturada. Los fosfolipidos forman las dos terceras partes del total de los
componentes lipidicos de la membrana plasméatica del espermatozoide. Los esteroles
son los segundos lipidos mas abundantes en el espermatozoide. Estudios realizados
con criofactura muestran que en los espermatozoides de cobayo y de toro, la cantidad
de esterol en la parte anterior del acrosoma es 4 veces mayor que la encontrada en la
region postacrosomal. Aunque el sulfato de colesterol es una pequefa parte del esterol
total, constituye un componente de la mayor importancia en el dominio acrosomal de la

membrana plasmatica del espermatozoide humano (Frits et al., 2000).

La relacion entre fosfolipidos y proteinas de la membrana plasmatica del
espermatozoide de cerdo es de 0.68 en base al peso, sugiriendo que la cantidad de
proteinas y lipidos en la membrana es aproximadamente la misma, aunque es posible
que la relacion proteinas y lipidos sea diferente en varios dominios de la membrana

plasmatica del espermatozoide (Yanagimachi, 1994; Frits et al., 2000).
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La composicion y organizacion de los lipidos en la membrana plasmatica del
espermatozoide le confieren propiedades caracteristicas (Frits et al., 2000). Aunque
hay variacion considerable entre las diferentes especies de mamiferos, la membrana
plasmatica contiene en promedio 70% fosfolipidos, 25 % lipidos neutros y 5 % de

glicolipidos (en base molar) (Frits et al., 2000).

Figura 1. Principales componentes y dominios del espermatozoide maduro.
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Los principales componentes del espermatozoide son la cabeza, pieza media y cola. En la cabeza se encuentra la
membrana plasmatica, la acrosomal externa, la acrosomal interna, el acrosoma, la cubierta nuclear y el ndcleo. La
membrana plasmatica del espermatozoide se caracteriza por estar organizada en dominios y los principales son: la
region apical, la preecuatorial, ecuatorial, postecuatorial, anillo posterior, pieza media, anillo anular y flagelo (Frits et
al., 2000).

Los fosfolipidos pueden ser divididos en dos grupos: fosfoglicerolipidos vy
esfingomielinas. Los fosfoglicerolipidos varian en estructura molecular porque la
cabeza de su grupo polar es diferente, en la posicién sn-3 del esqueleto del glicerol.
Cada clase de fosfolipido contiene diferentes cadenas alifaticas tales como acil, alquil,
alquenil, que pueden estar unidas a la posicion sn-1 o sn-2 del esqueleto del glicerol
(Barroso et al, 2002).

Las concentraciones de fosfolipidos en la membrana plasmatica de las células
espermaticas, son generalmente comparables a los de las membranas plasmaticas de
las células sométicas. Por ejemplo el espermatozoide humano contiene una relacién
porcentual de 50 de fosfatidilcolina, 30 de fosfatidiletanolamina, 12.5 de esfingomielina,
3 de fosfatidilserina, 2.5 de cardiolipina y casi 2 de fosfatidilinositol. Por el contrario, la
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composicion  estructural de especies moleculares de fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina asi como de otros fosfolipidos, es considerablemente diferente
entre los espermatozoides y las células sométicas Durante la capacitacion la cantidad
de fosfatidilcolina pueden aumentar debido a la metilacion de la fosfatidiletanolamina
(Frits et al., 2000; Barroso et al., 2002; Orozco et al., 2008).

Existen variaciones entre espermatozoides de diferentes especies, en cuanto a la
concentracion de lipidos neutros que componen su membrana plasmatica, hay
diferencias entre espermatozoides del mismo individuo. El principal componente que
varia, es el colesterol. ElI espermatozoide humano contiene una alta concentracion de
colesterol (40% del total de lipidos en base molar), sin embargo el cerdo contiene
mucho menor cantidad (22% del total de lipidos base molar). Ademas de colesterol, el
demosterol, sulfato de colesterol y ésteres de colesterol también estan presentes en la

membrana (Frits et al., 2000, Espinoza et al., 2009).

4.- Asimetria de la membrana plasmatica

Las moléculas lipidicas que presentan la asimetria mas marcada y constante, en
cuanto a su distribucién en la membrana plasmatica de las células animales, son los
glicolipidos, los cuales se caracterizan por estar Unicamente en la mitad exterior de la
bicapa, quedando sus carbohidratos al descubierto en la superficie de la célula (Frits et
al., 2000, Orozco et al, 2008).

En cuanto a los componentes fosfolipidicos de la membrana plasmética de los
espermatozoides, se encuentran asimétricamente distribuidos, de manera semejante a
como acontece en la membrana plasmatica de las células sométicas. Diversos
métodos han revelado que los fosfolipidos como esfingomielina (SM) y en menor grado
fosfatidilcolina (PC), se encuentran principalmente en la cara externa de la membrana
(Gadella et al., 1999). Los aminofosfolipidos como fosfatidiletanolamina (PE) y
especialmente la fosfatidilserina (PS) estan localizados en la capa lipidica interna. Si
bien es cierto que en general la fosfatidilserina no se encuentra en grandes
proporciones en la membrana plasmatica, es importante resaltar que por el hecho de
que casi el 100% de este fosfolipido se encuentre en la cara interna de la membrana, la

presencia de este en la cara externa es considerada como indicador de la pérdida de la
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asimetria membranal (Barroso et al., 2002). La Anexina V es una proteina que en
presencia de concentraciones adecuadas de Ca?* tiene una alta especificidad por la
fosfatidilserina, por lo cual ha sido usada como una técnica de eleccioén para detectar
pérdida de la asimetria de la membrana (Rosales et al, 2008; Espinoza et al., 2009). La
citometria de flujo es una técnica que en la actualidad es utilizada, como una prueba
estandar confiable, para observar los cambios en la asimetria de las células

esperméticas (Gadella et al., 1999).

La formaciébn y mantenimiento de la asimetria de las membranas bioldgicas es
importante para sus funciones y por lo tanto para el mantenimiento de la célula. Los
componentes estructurales de las bicapas se encuentran en equilibrio. Estudios
reportados en eritrocitos han podido demostrar que los aminofosfolipidos son
transportados desde la cara externa hasta la cara interna de la membrana por la
aminofosfolipido translocasa, y que este movimiento es responsable de la distribucion
asimétrica de los fosfolipidos en los eritrocitos, asi como en la membrana de otras
células eucariontes. Cuando en la lamina externa de la bicapa aparece la
fosfatidilserina, ésta es rapidamente devuelta hacia la lamina interior por la translocasa
de amino fosfolipidos (Espinoza et al., 2009). La aminofosfolipido translocasa puede

ser blogueada por vanadato o por algun sistema que inhiba la produccién de ATP.

Dentro de los movimientos mas importantes de los fosfolipidos tenemos el movimiento
de la cara externa hacia la cara interna de la membrana se denomina “flip” y el
movimiento de los fosfolipidos de la cara interna hacia la externa se denomina “flop”
(Kuypers, 2008). Bajo la mayoria de las condiciones el mecanismo de “flip-flop” es lento
y su tiempo medio se mide en intervalos de horas o semanas. Sin embargo se ha
encontrado que el movimiento de proteinas del exterior al interior de la membrana
cataliza el paso de algunos fosfolipidos de una lamina a la otra por mecanismos de
“flip-flop”, tanto dependientes de ATP como independientes de él, en un tiempo menor

a 5 minutos.

Otras enzimas, semejantes a las translocasas, han sido descritas recientemente como
importantes en la regulacion de la distribucién asimétrica de los fosfolipidos de las
membranas. Estas enzimas, llamadas “flipasas” regulan una rapida translocacién de

fosfolipidos por el movimiento de “flip-flop”. La actividad de “flip-flop” de fosfolipidos
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puede ser incrementada significativamente por la incorporacion de antibidticos

formadores de canales idnicos, como la anfotericina B.

Los iones de calcio juegan un importante papel en algunos procesos fisiolégicos por su
habilidad para regular la estructura y funcién de las membranas celulares y por sus
acciones en algunas vias metabdlicas, particularmente aquellas involucradas en los

procesos de contractibilidad y metabolismo energético (Masson et al., 2002).

Es conocido que el incremento de la concentracién del Ca®* citosélico, inducido por el
ionéforo A-23187, o por incorporacién de Ca** al medio, estimula la produccién de una
distribucion al azar de los lipidos de la membrana. El desorden que se produce en la
membrana ocasiona pérdida de la asimetria de los fosfolipidos de la membrana y
posteriormente la formacién de vesiculas. La relacién entre vesiculacion y translocacion
de fosfolipidos fue demostrado por la observacion de experimentos que mostraron
espontaneos brotes y vesiculaciones en liposomas después de que se les indujo
redistribucién transmembranal de fosfolipido. Desde hace mucho tiempo se conoce que
ciertos ionoforos como el A23187 son capaces de unir y transportar cationes divalentes
como el Ca®* a través de barreras lipidicas, incluyendo las membranas celulares,
posteriormente se demostrd que este ionoforo era capaz de incrementar el contenido
de cAMP en células de la médula 6sea. En virtud de la conocida relacion del
metabolismo del calcio con el cAMP, algunos autores decidieron utilizar a este ionoforo
como inductor de la capacitacion espermatica. Actualmente se sabe que el uso de A-
23187, induce la reaccién acrosomal (RA) por un mecanismo regulatorio intracelular
que produce un rapido y masivo influjo de Ca?* al interior del espermatozoide (Picherit
et al., 2004).

5.- Cambios en la membrana plasmatica

La estructura basica y celular de la membrana consiste en una bicapa lipidica en la cual
se fijan las proteinas. Algunas de estas proteinas tienen una funcion estructural. Otras
son receptores, enzimas y moléculas transportadoras que se involucran en el
mantenimiento de la homeostasis y transmite las sefiales extracelulares a través de la
membrana. No se conocen con certeza los dominios de la membrana, algunos

muestran diferentes mecanismos: 1) elementos del citoesqueleto en el interior de la
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superficie de la membrana plasmatica y ancla a otras proteinas de la membrana; 2) las
proteinas de membrana son asociadas y agregadas; 3) la asociacion con lipidos de una

forma geométrica con propiedades termodinamicas.

Figura 2. Asimetria fosfolipidica de la membrana plasmatica.

La membrana plasmatica de la mayoria de las células presenta una distribucion asimétrica en cuanto a su
distribucién fosfolipidica, tal es el caso de fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina que de forma normal se encuentran
principalmente en la lamina interna de la bicapa. (Avalos et al, 2004).

Tanto Weinman y Williams (1964) postularon la eliminacion o alteracion en el material
que constituye a la superficie del espermatozoide como parte importante en la
capacitacion. Si recordamos el modelo aceptado del flujo del mosaico de las
membranas, las proteinas o las glicoproteinas no son unidas covalentemente con las
bicapas lipidicas a la matriz de la membrana. Las proteinas intrinsecas embonadas en
las bicapas pueden ser removidas por tratamientos; estas proteinas periféricas son
asociadas con las interacciones electrostaticas de la membrana. Algunos otros cambios
son el resultado de la alteracién quimica y/o fisica de las bicapas lipidicas durante la

capacitacion.

Se ha reportado o sugerido cambios en la composicion de los fosfolipidos de la
membrana del espermatozoide durante la capacitacion como ocurre en los
espermatozoides de hamster. Se ha puesto atencion en el colesterol de la membrana

del espermatozoide, ya que ocasiona una variedad de efectos profundos en las
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caracteristicas bioldgicas de la membrana (por ejemplo, la permeabilidad iGnica activa y
pasiva) por la orientacion reguladora y en el flujo de la membrana lipidica. Se ha
propuesto una eliminacién gradual del colesterol por medio de la albumina u otros
componentes del fluido del aparato reproductor de la hembra, acidos grasos y

lisofosfolipidos (Marin-Briggiler et al., 1999).

6.- Superficie del espermatozoide

Las propiedades fisicas del espermatozoide son importantes para la funcion in vitro, si
estas se alteran pueden originar la reduccién en la habilidad del espermatozoide para:
1) la migracién a través del complejo bipolimero del epitelio de la superficie del aparato
reproductor de la hembra; 2) interacciones apropiadas con las células epiteliales y/o la
inmunocompetencia de células del aparato reproductor femenino y 3) penetracion del
ovocito. Una prueba funcional de las caracteristicas de la superficie de los

espermatozoides humanos es la penetracion del moco cervical.

En la superficie del espermatozoide se eliminan proteinas y carbohidratos, ademas se
presenta una modificacién y redistribucion de estos mismos; también sufre una
disminucién en las cargas negativas de la superficie que fueron adquiridas en su
maduracion epidimal. Los cambios en los carbohidratos van a involucran a
glicoproteinas, disminucion en las cargas negativas como un reflejo de los grupos de
azucares terminales (Dacheux, 2003). La capacitacion puede ser reversible por la
decapacitacién, particularmente por la incubacion con proteinas del plasma seminal y
lipidos, a estos se les llama factores decapacitantes. Dichos factores son incorporados
dentro de la superficie de la membrana, ademas de otros elementos antagonistas a la
capacitacion espermatica. La remocion y adsorcion de proteinas de la superficie
espermética es generalmente reconocida como un prerrequisito para la capacitacion.
La unién de ciertas proteinas a la superficie se ha asociado con la maduracion epidimal
0 a la eyaculacion, y ocurre durante la capacitacion. In vitro estas sustancias pueden
prevenir la capacitacion premaduracion y la hiperactivacion en la movilidad y/o que la
reaccion acrosomal ocurra sin estar en contacto con el ovocito. Existen datos de que en
la capacitacion in vitro con los lavados sélo remueven una parte de estas proteinas, por
lo que so6lo se logra una disminucion. In vitro al eliminar el fluido seminal después del

coito el espermatozoide inicia una migracion rapida.
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Durante la incubacion en el aparato reproductor de la hembra y al estar en contacto con

estos fluidos, el espermatozoide pierde estas proteinas.

El rol del plasma seminal en la capacitacion es importante, el tiempo en el que se
realiza la capacitacion es diferente entre el espermatozoide del epididimo y del
eyaculado en especies menores, los cambios fisioldgicos en el espermatozoide son
mediados en el plasma seminal. El espermatozoide adquiere un aumento en las cargas
negativas durante su maduracién epididimaria, este incremento se debe al residuo de
acido sialico y a grupos sulfatos. La reduccion de las cargas positivas en la superficie
durante la capacitacion, se cree que se debe a la pérdida, modificacion, eliminacion de
sialoglicoproteinas, sulfatoglicoproteinas y sulfatolipidos en la superficie de la
membrana. La reduccion de cargas negativas en la superficie involucra un aumento en
la permeabilidad de la membrana hacia el calcio y promueve la fusion de la membrana
(Manjunath et al., 2002; Dacheux, 2003).

7.- Composicion lipidicay flujo de membrana

La composicion de la membrana plasmatica del espermatozoide probablemente es un
factor importante en el proceso de capacitacion y la reaccion acrosomal. En la
membrana del espermatozoide, la proporcién tiene significado junto con la cadena de
los acidos grasos, de los fosfolipidos. Los lipidos tienen la caracteristica de promover el

flujo de la membrana, la permeabilidad y la fusién.

Durante la capacitacion la membrana plasmatica experimenta muchos cambios fisicos;
es claro que en esta area se inicia la fusion de la membrana. La composicion de los
lipidos sufre dos cambios importantes durante la capacitacion, se cree que estos
preparan a la membrana espermatica para la reaccion acrosomal: un decremento en la
proporcién del colesterol a fosfolipidos (C/P) en la membrana plasmética y un aumento
en los lipidos fusogénicos. Al disminuir el colesterol puede actuar para sensibilizar a la
membrana haciéndola menos permeable, con menos flujo y susceptible a la fusion. En
suma, estos efectos directos sobre la bicapa lipidica, alteracion en las propiedades
fisicas de la membrana pueden influir en la movilidad, conformacién y activacion de las
enzimas de la membrana y el transporte molecular. El espermatozoide humano tiene

particularmente elevados niveles de colesterol, aproximadamente un 50% (fraccidn
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molar) de la membrana lipidica. La colesteril-sulfatasa es secretada por el epididimo y
es incorporada a la membrana plasmatica durante la maduracion epididimal, también

se presenta en el plasma seminal (Cross, 1998; Dacheux, 2003).

El aceptor de moléculas toma de la superficie celular el colesterol, promoviendo en un
futuro la salida del colesterol de la membrana plasmatica. Un sistema de proteinas
aceptoras que involucra el transporte del colesterol a la sangre y la regulacion de los
niveles de colesterol libre de la superficie celular. La mejor proteina transportadora del
colesterol a la sangre es la lipoproteina de alta densidad (HDL). La eliminacion del
colesterol de la membrana plasmética en otras células involucra a la HDL junto con la
LCAT vy la liporoteina A. La esterificacion de las cadenas acil del colesterol por la LCAT
son eliminadas. Las secreciones del aparato reproductor de la hembra contienen
moléculas aceptoras, capaces de promover la salida del colesterol del espermatozoide.
Bajo la influencia de estrogenos, la cantidad y/o actividad del aceptor de colesterol
promueve un aumento en el suero, en fluidos del aparato reproductor y del fluido
folicular. In vitro la albumina puede actuar como aceptor de colesterol, su actividad es

mucho mas baja que la HDL in vitro (Therein, 1998).

Las cargas negativas de la superficie del colesterol estabilizan la interaccién con la
bicapa lipidica e inhibe la eliminacion del colesterol por las proteinas aceptoras. La
estabilizacion de la membrana por el colesterol y la colesterilsulfato son aqui muy bien
degradadas por la insaturacién y los acidos grasos al lado de las cadenas de la
membrana fosfolipidica. Los inhibidores de la metilacién de los fosfolipidos evitan la
reaccion acrosomal en los espermatozoides de Hamster. La arilsulfatasa A, es una
enzima asociada con la maduracion del espermatozoide y el plasma seminal, es capaz
de la disulfuracion de los seminolipidos, la cual disminuye durante la capacitacion del

espermatozoide del raton (Dacheux, 2003).

La capacitacion requiere de estimulos inespecificos que ocurren en el desarrollo,
incluyendo muchos de los sitios del aparato de la hembra. La presencia de cadenas acil
altamente insaturadas, aumenta el contenido de colesterol, este mecanismo produce
lipidos fusogénicos preprogramados de la membrana plasmética para lograr las
caracteristicas que se requieren en la reaccion acrosomal. Las alteraciones en la

composicién de los lipidos es debido a un incremento en la permeabilidad de la
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membrana que puede afectar la capacidad del espermatozoide en el control del calcio
ylo pH. Las proteinas transportadoras de la membrana tienen componentes
hidrofébicos que estan en contacto con la bicapa lipidica; la composicién lipidica puede
ser influenciada por la permeabilidad de la membrana y las proteinas de esta. De
manera similar la actividad de otras proteinas de membrana puede afectarse,
incluyendo a los receptores y a los elementos de la sefial de transduccién. Estas
alteraciones pueden ser detectadas directamente por el uso de métodos bioquimicos,
incluyendo a la alteracién de colesterol y fosfolipidos detectados en el espermatozoide.

Los acidos grasos insaturados de la membrana celular particularmente son
susceptibles al ataque de las moléculas de especies reactivas de oxigeno. La
peroxidacién de los lipidos es el resultado del aumento en la permeabilidad de la
membrana, disminucion en la homeostasis y otros eventos. Un incremento de la
peroxidacion de los lipidos puede ser el resultado de cualquiera de esos tres factores:
1) aumento en la produccion de oxigeno reactivo de las especies; 2) disminucion en la
actividad de sistemas protectores y/o 3) un aumento en la susceptibilidad de los lipidos
(Engel et al., 1999; Selvaraju et al., 2008).

8.- Proteinas de la membrana plasmaética

Las proteinas de la membrana son importantes en la capacitacion espermatica y en la
reaccion acrosomal, incluyendo a los receptores moleculares, moléculas de la sefial de
transduccion y transporte de las moléculas. La activacion de estas proteinas se altera
por el desarrollo anormal de los lipidos. La funcion normal de las moléculas
transportadoras de la membrana es esencial para la funcion normal del
espermatozoide. En particular, el calcio y el pH son involucrados en la capacitacion y
en la reaccion acrosomal. El aumento del calcio y de protones en la capacitacion tiene
como resultado un decremento en la longevidad y reacciébn acrosomal prematura
(Garcia, 2000).

La concentracion anormal de calcio, pH y/o AMPc pueden inhibir la fertilizaciébn por
alteracion de la capacitacion y la reaccion acrosomal, ocasionando defectos
intracelulares lo que causa sensibilidad en la movilidad espermatica, ya que el

axonema es susceptible a los pequefios cambios en la concentracion intracelular por
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estos factores (Zabludovsky et al., 1999; Kasimanickam et al., 2007; Branham et al.,
2006).

Durante el paso de los espermatozoides a través de la cabeza, cuerpo y cola del
epididimo, estos adquieren su maduraciéon (forma definitiva, movilidad y capacidad de
para penetrar al ovocito), uno de los eventos de amplia importancia que ocurre durante
este proceso es que la membrana plasmética del espermatozoide cambia en cuanto a
composicién proteica debido a que en la cabeza del epididimo se secretan
concentraciones importantes de proteinas que se unen a la membrana plasmatica. De
manera similar ocurre cuando el espermatozoide es eyaculado y entra en contacto con
el plasma seminal rico en proteinas que también se unen a la membrana plasmética
(Dacheux, 2003; Karpenko et al., 2007).

Dentro de las principales modificaciones que se llevan a cabo en la membrana
plasméatica de los espermatozoides en la maduracion epididimaria se encuentran los
cambios en la distribucion de particulas intramembranales, adsorcion de antigenos,
glicoproteinas y acido sialico, alteraciones en la composicion de lipidos, disminucion de
namero de grupos SH expuestos, aumento de la carga neta de la superficie,
disminucién de la fluidez de la membrana y la presencia de factores descapacitantes
(Garcia, 2000; Dacheux, 2003).

En espermatozoides de mamiferos incluyendo al humano, se presentan una serie de
cambios antes de que ellos adquieran su capacidad para fertilizar, estos cambios se
conocen como capacitacién y reaccién acrosomal. La capacitacion se presenta
después de la eyaculacion y ocurre fisiologicamente en el aparato reproductor de la
hembra y puede ser definida como una serie de cambios bioquimicos en la membrana
plasmatica que preparan al espermatozoide para la reaccion acrosomal. Dentro de los

principales cambios fisicoquimicos que ocurren durante la capacitacion se encuentran,
una remocion o alteracion gradual de glicoproteinas periféricas, una redistribucion de
glicoproteinas integrales, la reduccion de colesterol de la membrana y cambios en la
distribucion y composicién de fosfolipidos (Yanagimachi,1994; Canovas y Coy, 2008 ).
Una vez finalizado el proceso de capacitaciéon, la reaccién acrosomal puede ser
inducida cuando el espermatozoide entra en contacto con la zona pelicida, o en

condiciones in vitro usando el estimulo apropiado.
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9.- Maduracién epididimaria

Muchas de las caracteristicas de la membrana plasmética del espermatozoide, que
determinan su capacidad fisiolégica basal para realizar la fertilizacion del gameto
femenino, ocurren durante el transcurso del espermatozoide a través del conducto
epididimario. Tales cambios forman parte del proceso que se conoce como maduracion
epididimaria del espermatozoide. En la mayoria de las especies de mamiferos el
espermatozoide ha adquirido su capacidad de movilidad progresiva y su capacidad
fertilizante al llegar al segmento de union entre la parte media y la parte caudal del
epididimo (Marin et al., 2008).

En este periodo el espermatozoide permanece en el epididimo, donde se llevan a cabo
los cambios metabdlicos y estructurales, que ocurren principalmente en la cola del
epididimo (es un proceso andrégeno dependiente), en esta region las células epiteliales
muestran un transporte activo con la luz del érgano dependiente posiblemente del
sistema trifosfato de adenosinasa, asi como de la presencia de grupos sulfidrilos libres,
dicho transporte es inhibido por p-cloromercuribenzoato (molécula muy activa con los
grupos sulfidrilos). La presencia de este transporte activo permite la acumulacion de
ciertas sustancias que se encuentran en el epididimo y las cuales son muy importantes

para el proceso de maduracién y son la carnitina y la acetil-carnitina.

Después de la eyaculacion el espermatozoide sufre modificaciones en la superficie de
su membrana por la adsorcién de diversas moléculas de estructura glicoproteica
(factores decapacitantes), los cuales pueden inhibir las actividades enziméticas de tipo
glicohidrolitico y triptico, que son consideradas indispensables para realizar la
fertilizacion. La inhibicidn enzimética protege al aparato acrosomal del espermatozoide
hasta que alcanza las vias genitales femeninas en donde se recuperan las propias
enzimas que son necesarias para fertilizacion (Dacheux, 2003; Marin, et al., 2008).

Los cambios detectados en este proceso son los siguientes:

-Migracion de la gota citoplasmatica hacia la proporcién final de la pieza media y su
posterior desprendimiento.

- Angostamiento consecutivo del cuello.

- Disminucién de la constriccidon del anillo.
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- Deshidratacion progresiva y aumento de la microviscosidad.

- Reduccion en el contenido de fosfolipidos y colesterol no esterificado.

- Aumento de la densidad de grupos aniénicos en la membrana plasmética.

- Estabilizacion de la cromatina nuclear, aumento de los puentes disulfuro (S-S).

- Alcance de cierta firmeza del flagelo.

Estos dos ultimos pasos son considerados como necesarios para la penetracion de las
envolturas que recubren al 6vulo y para proteger el material genético durante esa

penetracion (Zarate, 1996).

El factor decapacitante aislado del fluido epididimario tiene la propiedad de estabilizar y
proteger al semen hasta que sufra la capacitaciébn y la reacciébn acrosomal en el
aparato de la hembra. Una de las acciones conocidas es la inhibicion de las enzimas
hialuronidasa y corona-penetrante, lo mismo sucede con la proteinasa "acrosin”. El
transporte, depdsito y seleccion de gametos masculinos tarda aproximadamente entre
11 y 16 dias en recorrer el epididimo y la cauda del epididimo es su lugar de depésito.
En este sitio se concentran debido a la enorme absorcion del liquido testicular; se ha
calculado la relacién espermatozoide/plasma epididimario y es de 1:1 en la cabeza; en

la regién de la cola es de 70:1.
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10.- Proceso de capacitacion

Los cambios fisiolégicos confieren al espermatozoide la habilidad para la fertilizacion.
Se ha observado que la capacitacion que ocurre in vitro es de forma espontanea con
un medio definido y con la adicion de fluidos biolégicos, esto sugiere que el proceso es
modulado intrinsecamente por el espermatozoide mismo, de esta manera las células
son pre-programadas para que experimenten la capacitacion si se incuban en un medio
apropiado. Si bien los medios de capacitacion no son universales difieren para cada
especie, sin embargo estos tienen componentes como la albumina, el calcio y los iones

bicarbonato que juegan un papel importante en la promocién de la capacitacion.

Antes de que un espermatozoide maduro y movil pueda penetrar la corona radiada y la
zona pelucida que rodea al 6vulo, debe de experimentar el proceso de activacion de la
capacitacion, que dura alrededor de 6 horas en el conejo (Moore, 1985).
Biogquimicamente la capacitacion espermatica se caracteriza por el aumento en la
permeabilidad de la membrana plasmatica, disminucion en el contenido de fosfolipidos
y cambios en su carga neta. El modelo mas aceptado de los procesos que acompafian
a la capacitacion implica la eliminacién de la superficie de los factores decapacitantes,
con lo que se logra la desestabilizacion de la membrana plasmatica y un cambio que va
a favorecer la interaccion con la membrana acrosomal externa (Diaz, 1994).
Virtualmente no se conocen las condiciones o factores que controlan directamente la
capacitacion del espermatozoide en el aparato genital de la hembra. Se han sugerido
una variedad de sustancias posibles para la capacitacibn esperméatica o factores
controladores de la capacitacion en el aparato. Estas incluyen a enzimas como la
glucoronidasa, proteasas, neuroaminidasas, arisulfatasa, fucosidasa, acetil
hexosaminadosa, anhidrasa carbdnica, esteroides sulfato, glicosaminoglicanos,
catecolaminas, taurina e hipotaurina. La capacitacion y la fertilizacion in vitro son
ciertamente posibles debido a las condiciones anatomico-fisiolégicas del aparato
genital de la hembra (Tannert et al., 2007).

La capacitacion espermatica consiste en el desarrollo funcional que sufre el
espermatozoide, cuando ocurren una serie de cambios o modificaciones estructurales y
funcionales como resultado de su interaccion con las secreciones de la mucosa del

aparato reproductor de la hembra. Este proceso es necesario y provee al
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espermatozoide de las condiciones adecuadas para que se efectue la fertilizacion. En
estas modificaciones se incluyen cambios bioquimicos y fisiolégicos en donde se
alteran y eliminan sustancias que fueron integradas en la membrana plasmatica del

espermatozoide cuando pasaron por el epididimo (Pellicer, 1995; Tannert et al., 2007).

La capacitacion se lleva a cabo en diferentes porciones del aparato reproductivo de la
hembra, la fase inicial se lleva a cabo en el cuerpo del utero y la segunda fase
probablemente de mayor importancia en los cuernos uterinos (Avalos et al, 2004). La
primera fase de la capacitacion es un cambio preparatorio en el espermatozoide
manifestado por cambios en la estructura de la membrana y en la segunda fase los

cambios drasticos en la motilidad son los que le permiten penetrar al évulo.

En los cuernos uterinos aumenta el fluido folicular, esto provoca una elevacién en las
cantidades de calcio, lo que propicia las modificaciones en la membrana plasmatica del
espermatozoide las necesarias para que posteriormente se lleve a cabo la reaccion

acrosomal. (Avalos et al, 2004)

Dentro del las modificaciones estructurales que se producen en la membrana
plasmatica del espermatozoide durante la capacitacién se incluyen la supresion de
algunos componentes superficiales que se adhieren al espermatozoide al entrar en
contacto con el plasma seminal, factores decapacitantes, disminucion de la carga neta
superficial, y de algunos compuestos sulfatados, cambios en la distribucion de
carbohidratos superficiales, cambios en el patron de organizacion de las particulas
intramembranales provocados por modificaciones en la fluidez de la membrana
plasmatica y cambios en la estructuracion de las proteinas membranales de la cabeza
del espermatozoide. Todos estos cambios se reflejan en cambios fisiolégicos de los
cuales el considerado como el mas importante e indispensable para que se realice la
capacitacién es un cambio en la permeabilidad de la membrana a los iones de calcio, a

los cuales parece ser normalmente impermeable (Avalos et al, 2004).
Una vez que el gameto masculino es atraido hacia el Utero y es capacitado se produce

el reconocimiento especifico en el aparato genital de la hembra, entre el

espermatozoide, maduro y capacitado, y el 6vulo maduro, a través de proteinas
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presentes en la zona pelucida, o cumulus oophorus, y las presentes en la membrana

externa de la cabeza del espermatozoide.

Puede considerarse que la capacitacion termina cuando las modificaciones
estructurales de las membranas acrosomales permiten iniciar los mecanismos de

fusidbn membranal que constituyen la reaccion acrosomal.

La capacitacion espermatica ocurre de forma natural en los espermatozoides maduros
que involucra a una secuencia de eventos complejos y una serie de cambios que
sufren los espermatozoides tanto en su estructura como en su composicién y en sus
funciones. Sin embargo como se menciond anteriormente este proceso también puede
presentarse de forma prematura cuando los espermatozoides estan dafiados o existe

un factor que inicie el proceso antes de tiempo.

La capacitacién es un proceso gque normalmente experimenta el espermatozoide en su
trayecto a través del aparato genital de la hembra, pero que puede provocarse in vitro
utilizando agentes inductores, estos pueden ser el AMP ciclico y el fluido folicular; entre
otros (Branham et al., 2006).

La capacitacion normal ocurre en el aparato genital debido a los estrégenos de las
hembras. El sitio de la capacitacion completa va a depender del sitio de depdsito de los
espermatozoides después del coito o la inseminacién artificial. La capacitacion empieza

después de un tiempo pasando por el cérvix y el moco cervical.

En 1963, Yanagimachi y Chang fueron los primeros en reportar que el espermatozoide
maduro puede ser capacitado in vitro. Aunque el éxito de la fertilizacion in vitro
depende de una adecuada capacitacion del espermatozoide, mucho de esto depende
del medio por si mismo, del cumulus oophorus o de la trompa uterina. En etapas
tempranas de la investigacion, se utilizo el fluido folicular o suero sanguineo como
medios, todos tienen composicién variada y complicada. La reaccién acrosomal es el
indicador de la capacitaciéon completa. La ausencia de esta no necesariamente significa
una falla del espermatozoide durante la capacitacion.
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Dentro de los cambios que ocurren en la membrana plasmatica se encuentran la
desestabilizacion, la remocién de agentes decapacitantes, la activacion de sitios
receptores, etc. La reaccion acrosomal consiste en la union de la membrana externa
del acrosoma con formacion de vesiculas y liberacibn de enzimas acrosomales
(Mortimer y Swan, 1999; Tannert et al., 2007).

La composicion de los fosfolipidos y su relacion con el colesterol regulan la fluidez y
permeabilidad i6nica de las membrana biolégicas y ambos cambian durante la
capacitacion (Cross, 1998). En el caso de los espermatozoides humanos existen
evidencias de que la capacitacion in vitro involucra la eliminacién de colesterol de la
membrana plasmatica y que la pérdida de lipidos membranales durante este evento
parece ser un fenédmeno reversible asociado con la presencia de proteinas aceptoras

de esteroles en el medio de incubacion (Yanagimachi, 1994).

Cuando se incuban espermatozoides con un medio capacitante quimicamente definido
y después se estudia la concentracion de lipidos (colesterol y fosfolipidos) en las
células completas y fraccionadas, se observa que el colesterol y la relacion colesterol-
fosfolipidos disminuye en un 20-30% en la fraccidon de la cabeza. La adicion de liquido
folicular o suero sanguineo a este medio, sin embargo produce la eliminacién del 40-
50% del colesterol membranal, el cual es atrapado por las lipoproteinas y albumina
presente en estas secreciones (Cross, 1998).

Las alteraciones fisicas y/o quimicas de la bicapa de lipidos membranales durante la
capacitacion parecen tener como resultado adicional la induccién de redistribucién en

las proteinas intrinsecas (Tannert et al., 2007).

Tras la capacitacion y antes de comenzar la reaccion acrosomal, los espermatozoides
adquieren un movimiento muy vigoroso, conocido como movilidad tipo latigo,
caracterizado por un gran aumento en la frecuencia y en la amplitud de movimientos
del flagelo, lo que le proporciona un gran empuje para la penetracion a través de la
zona peldcida. La importancia funcional de la hiperactivacion puede incluir la regulacién
del transporte espermético en el oviducto y la generacion de la fuerza requerida para la
penetracion de la capa de células de la granulosa y de la zona pellcida en el ovocito
(Kinukawa et al., 2003).
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La movilidad espermatica es considerada como uno de los parametros importantes en
el proceso de fertilizacion, ya que participa tanto en el transporte de los
espermatozoides hacia la region ampular del oviducto, asi como durante la interaccion
de los gametos y los eventos previos a la fusién de los mismos. El primer cambio en el
patrén de movilidad que se observa in vitro después de la eyaculacion, coincide con la

eliminacion del plasma seminal (Kinukawa et al., 2003).

11.- Proceso de reaccion acrosomal

El acrosoma es una membrana que cubre la porcion anterior de la cabeza del
espermatozoide, similar a un gorro que cubre; se encuentra en la mayoria de las
especies. Topograficamente se localiza por dentro de la membrana plasmética, con la
cual contacta, la membrana acrosomal externa; internamente, se encuentra la
membrana acrosomal interna. El acrosoma o membrana circundante tiene dispuestas
una gran cantidad de enzimas hidroliticas que incluyen-hialuronidasa, acrosin, pro-
acrosin, fosfatasa, aril-sulfatasa, colagenasa, fosfolipasa C, beta galactosidasa, siendo
las dos primeras las mas estudiadas. Tiene otras proteinas que pueden ser

neutralizadas por anticuerpo (Dube et al., 2008).

El acrosoma puede visualizarse como un organelo secretor, se encuentra entre el
nacleo y la membrana plasmatica. La reaccion acrosomal es definida como una serie
de eventos de que involucran la exocitosis de los granulos secretados; dicha reaccion
ocurre de forma espontanea ya sea in vivo o in vitro. Si la proporcién de
espermatozoides que llevan a cabo la reaccion acrosomal ocurre de forma espontanea,
es posible que se asocie con la deteccién de un dafio al espermatozoide (Green et al.,
1999; Visconti et al., 1999).

Son muchas las sustancias candidatas a inducir la reaccion acrosomal que se
presentan en el sitio de la fertilizacion, el fluido folicular, el cumulus y la zona pellcida
pueden inducir la reaccion acrosomal. Son varias las moléculas bioactivas asociadas
con el ovocito que se encuentran en las trompas uterinas que pueden inducir a la
reaccion acrosomal, incluyendo a la progesterona, sulfato glicosaminoglicano, albimina
sérica, serotonina, prostaglandinas, acidos insaturados y una amplia variedad de

enzimas. Ademas de los cambios bioquimicos, se presentan algunos cambios
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fisiologicos producidos en el espermatozoide que se requieren para la reaccion
acrosomal. Por ejemplo en la capacitacibn espermatica en ausencia de calcio, la
reaccion acrosomal no se realiza de forma adecuada, si subsecuentemente se le

adiciona calcio la reaccion acrosomal se realiza de forma sincronizada (Guraya, 2000).

La estimulacion de la exocitosis en muchos sistemas celulares, como las células
hormono-sensitivas, es inicialmente por la unién de sustancias inductoras o ligandos
hacia un receptor especifico. El estimulo secretor completo involucra la transduccion de
ciertas sefiales hacia el interior de las células via sistema del segundo mensajero
intracelular y/o cambios en la permeabilidad a los iones de la membrana, la exocitosis
ocurre como consecuencia de estas sefales intracelulares. Los elementos de la sefial
de transduccién involucran la secrecion de estimulos unidos a otras células presentes
en la maduracion del espermatozoide, y estas dos sustancias inductoras ha sido bien
caracterizadas con respecto a la interaccion con estos sistemas: las glicoproteinas y la
progesterona; estas moléculas actian en la superficie del espermatozoide e inducen la
respuesta intracelular anédloga a la exocitosis de otras células (Guraya, 2000; Dacheux,
2003).

En muchas especies incluyendo a los humanos la zona pellcida es soluble, y es capaz
de inducir ademas de la reaccién acrosomal, la capacitacion espermatica. El rol de esta
zona se ha estudiado de forma extensiva en los ratones, encontrandose a las proteinas
ZP1, ZP2 y ZP3. Por distintos métodos se ha podido separar experimentalmente a la
ZP3 de la zona proteica del raton responsable para la adhesién e induccién de la
reaccion acrosomal. De acuerdo al fendmeno mediador-receptor, la zona proteica se
une a la cabeza del espermatozoide. De cualquier manera se observa una deficiencia o
dificultad entre las dos zonas, la del ligando y la del receptor del espermatozoide:
adhesion del espermatozoide hacia la zona y la zona de induccion de la reaccion
acrosomal. La adhesién espermatica involucra dos etapas: adhesion primaria (una
union débil) y la adhesion secundaria (una union fuerte), la primera no es estrictamente
especifica a la especie, se sugiere una considerable homologia, de manera que esta
fase no requiere de capacitacion; en tanto que la secundaria es especifica de especie,
requiere de la capacitacion espermatica y no ocurre la fertilizacion en los ovocitos
(Gook et al., 2008).
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Experimentalmente se tiene evidencias de que la adhesion primaria ocurre antes de la
reaccion acrosomal, en tanto que la adhesion secundaria ocurre después de ésta: 1) se
observa directamente en los espermatozoides de Hamster y conejos una asociacion
estrecha con la zona reactiva del acrosoma espermatico; 2) es necesario un intervalo
de tiempo entre la adhesion primaria y la secundaria para el acoplamiento y la
inducciéon de la reaccion acrosomal con la disgregacion equivalente; 3) la asociacion
estrecha del espermatozoide hacia la zona es reactiva al acrosoma; 4) la adherencia
estrecha requiere en la reaccion acrosomal la presencia de calcio (Guraya, 2000; Gook
et al., 2008).

Los fragmentos proteoliticos de ZP3 unidos al espermatozoide pueden no inducir la
reaccion acrosomal, adquiriendo la actividad para la induccién en condiciones en las
cuales los fragmentos son enlazados, por ejemplo: anticuerpos anti-ZP3. Esto se ha
evidenciado con el resultado de la unién de ZP3 y la cinética de la reaccion acrosomal
por la agregacion de los receptores de zona en la superficie del espermatozoide
(Canovas y Coy, 2008).

La sefial de transduccion tiene una via muy compleja, involucra a multiples elementos y
sus multiples efectos. Se ha estudiado a dichos elementos que se presentan en otros
sistemas celulares parecidos a los presentes en el espermatozoide; entre los cuales
podemos incluir a la concentracion del calcio intracelular, pH, proteinas-G, el
metabolismo del inositol, lipopolisacaridos y la concentracion intracelular del AMPc.
Una apropiada manipulacion de la concentracién o actividad de los intermediarios de la

transduccion afecta a la reaccion acrosomal (Branham et al., 2006).

El aumento de calcio actia como una sefial intracelular, modulando la actividad de una
variedad de sistemas enzimaticos y promoviendo la fusién de la membrana. Las células
esperméaticas poseen calcio en la membrana plasmética. Un segundo transporte de
proteinas puede ser presentado por los cambios extracelulares de los iones sodio por
calcio (Hinsch et al., 1999).

Un segundo cambio en la distribucién de iones que acompafia a la reaccién acrosomal,
es la alcalinizacion del cromosoma y del citosol. EI pH del acrosoma se mantiene de

forma normal en aproximadamente en 4-5 y el pH del espermatozoides de 6.3 a 6.7,
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comparado con el pH de 7.0 del medio fisiolégico y las secreciones del aparato genital
de la hembra. La activacion de la acrosina tiene un pH de 5, esto tiene un significado
funcional; los gradientes del pH del acrosoma y la membrana plasméatica se pierden
durante la zona de induccién de la reaccion acrosomal en el espermatozoide del raton y
del bovino. Estos protones son transportados a través de la membrana del acrosoma y
de la membrana plasmatica. Presumiblemente, éste flujo de iones ocurre junto con el
transporte de otros iones a través de las dos membranas para mantener las
condiciones electro-neutrales. El intercambio de iones potasio por protones ocurre por
medio de la membrana. Los mecanismos propuestos hasta ahora involucran el
transporte de potasio, sodio, y los iones HCO3. EI mecanismo por el cual se realiza la
union de la molécula a la superficie del receptor puede ser acoplado por los eventos
intracelulares como la via de unién de GTP, regulada por las proteinas-G (Branham et
al., 2006).

El AMPc por la actividad de dos enzimas, la adenilciclasa, integrada a las proteinas de
membrana; y la nucleotidil-fosfodiesterasa ciclica, es una enzima citosdlica que se
cataliza por la descomposicion de AMPc a AMP. La actividad de la adenilciclasa es
estimulada después de la union de hormonas u otros ligandos especificos para los
receptores de la superficie celular, su interaccion puede ser mediada por la proteina-G
y ser calcio-dependiente. La actividad intracelular del AMPc involucra la activacion de
varias proteincinasas turnandose para la actividad o inactividad de otras enzimas y/o

transporte de moléculas por la fosforilacion (Branham et al., 2006).

La reaccion acrosomal implica la fusion de la membrana acrosomal externa con la
membrana plasmatica envolvente, seguido de la liberacion del contenido acrosomal.

En el ratdn, al menos, el mecanismo disparador es la ZP3 de la zona pellcida, lo cual
activa un complejo mecanismo intracelular, que incluye el influjo del calcio en el citosol
del espermatozoide, lo cual se piensa, inicia la exocitosis (Gook et al., 2008).

En los humanos, la fusion se inicia en el borde del capuchon acrosomal y el segmento
ecuatorial del acrosoma, donde parece que las membranas son intrinsecamente menos
estables. Esta region es rica en sitios de union de calcio. La reaccién acrosomal es

rapida y dura de 2 a 15 minutos in vitro.
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Previa a la reaccion acrosomal, los espermatozoides de muchas especies muestran un
patréon de motilidad alterado, llamado hiperactivacién. De un inicial movimiento lineal
progresivo, los espermatozoides empiezan a mostrar un patron de movimiento erratico,

con golpes de latigazo de la cola.

Esencialmente, un componente gelatinoso del ovocito interactia con la membrana
plasmatica del espermatozoide, induciendo un incremento del pH intracelular y una

despolarizacién dependiente del calcio.

El cambio de pH causado por un flujo de hidrogeniones y un influjo de sodio es calcio
independiente. Tanto el incremento de pH como la despolarizacién de la membrana
permiten la activacion de canales de calcio de la membrana plasmética, permitiendo un
influjo masivo de iones calcio. Este alto nivel del calcio intracelular induce la fusion de
la membrana acrosomal externa con la membrana plasmatica circundante y la

liberaciéon del contenido acrosomal.

En los espermatozoides de mamiferos, la ZP2 podria ser considerada como un ligando
disparador de la reaccion acrosomal. La proteina G es encontrada en la membrana
plasméatica y en la membrana acrosomal externa. Los segundos mensajeros
potenciales serian: adenilclasa, que genera AMPc, fosfolipasa C, que induce a inositol
trifosfato y diaciglicerol, fosfolipasa D generadora de acido fosfatidico, fosfolipasa A2,

qgue genera acido araquidonico.

La reaccién acrosomal es muy variable de un espermatozoide a otro; unos la hacen
pronto, otros mas tarde; en algunos el disparador resulta inadecuado y en otros el
mecanismo de traduccién fallard en algin paso. Por eso se piensa que, los pocos
espermatozoides que llegan a la masa del ovocito indican un proceso de seleccion
(Branham et al., 2006; Gook et al., 2008).

Green (1996), luego de estudios, ha propuesto la existencia del péptido promotor de
fertilizacion, que es un tripéptido similar a la hormona liberadora de tirotropina y que ha
demostrado ser capaz de estimular la capacitacion y habilidad de fertilizacion en los

espermatozoides epididimales del raton.
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Asimismo se ha investigado el papel de la hexoquinasa localizada subcelularmente en
el espermatozoide, y que modula la capacitacion y la reaccion acrosomal (Naz et al.,
1996, Guraya, 2000).

También se ha demostrado la estimulacion del movimiento y reaccion acrosomal del
espermatozoide humano, por el liposoma PC12, encapsulando ATP (Skiba, 1995).

Usando el analisis del flujo citométrico de una reaccion acrosomal espontanea o
inducida, se obtuvo un predictor de respuesta acrosomal, a cambio con ionéforo.Es
motivo de estudio el efecto de la catalasa para capacitar el espermatozoide, porque
neutraliza el peréxido de hidrégeno que se produce. El i6bn cobre (100 microgramos/mL)
interfiere no solo en la reaccion acrosomal, sino en la motilidad y viabilidad del

espermatozoide (Roblerol, 1996).

La unién ZP3 - receptor del espermatozoide produce reaccion acrosomal y expone el
sistema proacrosin/acrosin. El proacrosin por autoactivaciéon, se transforma en su
forma proteolitica activa: acrosin. Esta es una proteasa serina que une mas al
espermatozoide a la zona peltcida y condiciona su penetracion. La zona pelicida es un
substrato especifico y natural para acrosin y su hidrdlisis y fertilizacion pueden ser
inhibidas por anticuerpos monoclonales antiacrosin (Barroso, 1996). Algunos estudios

no le dan mucha importancia al acrosin.

Cuando un espermatozoide capacitado entra en contacto con la ZP, se desencadena la
reaccion acrosomal, que inicia con la fusion de la membrana plasmatica con la
membrana acrosomal externa, seguida de la formacién de orificios, posteriormente se
forman vesiculas comenzando la salida de las enzimas del acrosoma, permitiendo la
penetracién del espermatozoide al espacio perivitelino y se inclina de tal forma que la
region ecuatorial entra en contacto con la membrana plasmatica del ovocito y se

presenta la fusion entre gametos.

La reaccidn acrosomal es un proceso membranal que termina con la fusién de la
membrana plasmatica y acrosomal del espermatozoide (Guraya, 2000) donde se
secretan las enzimas contenidas en el acrosoma, permitiéndole penetrar a las cubiertas

del ovocito y fusionarse con su membrana plasmatica.

32



Algunos de los componentes que estimulan esta exocitosis son las glicoproteinas de la
zona pelucida (ZP3) y la progesterona, ambas funcionan como receptores del

espermatozoide.

Y asi después de la union del esperma con la ZP existe una serie de eventos regulados
y dirigidos por la liberacibn de enzimas del acrosoma. Por otro lado los voltajes
operados por los canales de calcio juegan un papel esencial para la union del esperma
a la glicoproteina ZP3 de la zona pellcida (Herrick et al, 2005), ya que un aumento
adecuado de calcio intracelular es suficiente para que el mecanismo de reaccion

acrosomal se lleve a cabo.

Kodama (1996) comprobd que la capacidad de union del espermatozoide a la zona
pelicida esta incrementada, cuando una condicién perioxidativa media incrementa la
formacion de peroxidos lipidicos. Dicho autor menciona que, una condicion peroxidativa
suave incrementa una formacién de lipidos peroxidativos, sin modificacion significativa
de grupos sulfidrilo libres y pardmetros de motilidad espermatica, proveen potencial
fertilizacion de espermatozoides por un incremento de su capacidad de union a la zona

pelucida.

La reaccién acrosomal no debe ocurrir antes de la unién con la ZP debido a que la
maquinaria enzimatica que se libera del acrosoma mediante este proceso es necesaria
precisamente para la penetracion de la zona. Los espermatozoides que experimentan
reaccion acrosomal prematura son considerados incompetentes para la fecundacion,
debido a que ya ocurri6 la liberacion de enzimas y no podran penetrar la zona pellcida.
Ademas los cambios membranales que acompafan a la reaccion acrosomal son
indispensables para la fusidén entre los gametos. Asi pues, los espermatozoides que
alcanzan el espacio perivitelino son siempre reaccionados y capaces de fusionarse con

el ovocito (Toshimori, 2000).
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12.- Proceso de ubiquitinaciéon

Existe un nuevo método de andlisis del semen denominado inmunoensayo de marcaje
espermatico con ubiquitina (SUTI), basado en el proceso de ubiquitinacién que ocurre
en el epididimo de humano y otros mamiferos. Este proceso marca de forma especifica
con ubiquitina a las proteinas de la superficie de espermatozoides dafiados, asi como a
otros contaminantes eyaculados de origen celular con ubiquitina, esto parece ocurrir
durante el pasaje epididimal en ungulados, roedores y primates. Al igual que cabezas y
colas espermaticas anormales, los contaminantes de origen celular, incluyendo
espermatidas redondeadas y alargadas, leucocitos y residuos celulares son
ubiquitinados en su superficie y por ello son reconocidos por anticuerpos anti-
ubiquitina. Estas proteinas que reaccionan con ubiquitina parecen ser un marcador
universal de las anormalidades del semen y se propone para el diagnostico de la
infertilidad y la prediccion de éxito para la fecundacion in vitro (Sutovsky, et al., 2001b;
Hodjat et al., 2008).

13.- Ubiquitina

La ubiquitina es una pequefia proteina formada por 76 aminoacidos, elevada
estabilidad, ausencia de enlaces disulfuro, excelente solubilidad y predominio de
estructuras secundarias con enlaces de hidrogeno y tiene una masa molecular de
aproximadamente 8,6 KDa (Sutovsky 2003; Cascales, 2005; Hodjat et al., 2008). La
ubiquitina es un marcador proteolitico universal que tiene como blanco a los péptidos
para la destruccion en proteosomas o lisosomas. Es secretada en modo apocrino por
células epiteliales epididimales ligadas a la superficie morfolégicamente anormal del
espermatozoide y otros contaminantes del semen de origen testicular, incluyendo
residuos corporales, residuos de gotas citoplasmaticas, inmaduracién de células

espermatogénicas y células somaticas (Sutovsky, et al., 1999b).

Controla una variedad de eventos biolégicos como la progresion del ciclo celular,
degradacion y reciclado de las proteinas. En general, los polisubstratos ubiquitinados
ligados a las cadenas de poliubiquitina son marcados por los organelos celulares, asi
como los lisosomas y proteosomas para la degradacion, en donde las cadenas

poliubiquitinadas son partidas por las enzimas especificas reciclando ubiquitina. El
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proceso de ubiquitina en cuanto a las proteinas blanco, se activa a través de las vias
enzimaticas, incluyendo varias ubiquitinas ligasas E1-E3 en los mamiferos. Se ha
descubierto una variedad de elementos envueltos en el sistema de ubiquitina se han
descubierto en los testiculos, epididimo y plasma seminal (Sutovsky et al., 1999a,
2001a; Baarends et al., 1999a; Bebington et al., 2001; Toshimori, 2003).

Mediante la degradacion proteica, las células pueden rapidamente eliminar una
proteina que a su vez, regulaba otra funcién. Esto es lo que ocurre con un factor de
transcripcion necesario para la expresion de un gen particular. Ademas, esta forma de
control es muy efectiva, ya que la eliminacion de una proteina reguladora asegura que
el proceso regulador efectuado por esa proteina se ha desconectado. En este contexto,
una estrategia alternativa es simplemente inactivar las proteinas no deseadas,

cambiando su conformacion (Cascales, 2005).

Varias moléculas de ubiquitina se anclan a la proteina a eliminar y una vez
ubiquitinadas son degradadas proteoliticamente, en un proceso dependiente de ATP
por un complejo multiprotéico denominado proteosoma 26S; antes de que esto tenga
lugar, las unidades de ubiquitina se liberan para ser reutilizadas. La ubiquitina puede
marcar incluso proteinas de la membrana de la célula, por ejemplo receptores, para

que sean eliminadas de la membrana (Cascales, 2005; Vazquez, 2003).

La ubiquitina esta presente en el citoplasma celular como un componente inactivo y es
activado por una enzima especifica E1 al mismo tiempo que se adhiere al residuo de
lisina de la proteina a ser marcada. Las proteinas que realizan esta unién son el
acarreador de ubiquitinas E2 y la ubiquitina ligasa E3. Después de la adhesion de una
sola molécula de ubiquitina al residuo de lisina del sustrato (monoubiquitinacion), se
puede adherir una 0 mas moléculas la cual forma una larga cola de residuos. (Sutovsky
et al., 2000).

Esta reaccion requiere la hidrélisis de ATP y se cataliza por un conjunto de ubiquitinas
portadoras y ligasas (Ciechanover, 1994; Hershko y Ciechanover, 1998; Sixt y
Dahlman, 2008). Los modelos comunes de ubiquitinacion incluyen monoubiquitinacion,
diubiquitinacion, y tetraubiquitinacion, todos ellos aumentan el peso molecular de un
substrato por un multiplo de 8.5 kDa (Pickart, 1998).
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La relacion entre la degradacién de una proteina y su sintesis es lo que determina la
concentracion de esa proteina dentro de la célula. De este recambio proteico se
deduce que algunas proteinas tienen una vida media larga y otras una vida media
corta. Las primeras constituyen la mayoria de las proteinas celulares, mientras que las
de vida corta son tipicamente proteinas reguladoras clave y proteinas anormales o
defectuosas. Las proteinas anormales suelen encontrarse parcialmente plegadas
(Cascales, 2005).

La ubiquitina actia a modo de etiqueta para que la proteina pueda ser reconocida por
el proteosoma para su degradacion en un proceso denominado ubiquitinacion. Un
proceso antagonico es aquel catalizado por enzimas antiubiquitinantes que eliminan la
ubiquitina de las proteinas. Alrededor de 50 0 mas moléculas de ubiquitina se unen en
fila a una proteina formando una cadena de multiubiquitina en la cual la Lys 48 de cada
ubiquitina forma un enlace isopeptidico con el carboxilo terminal de la siguiente
ubiquitina, al parecer este arreglo es esencial para la degradaciéon de algunas
proteinas. La simple hidrdlisis del enlace peptidico de las proteinas no necesita
energia, sin embargo, la ubiquitina funciona de manera dependiente del ATP
(Cascales, 2005; Vazquez, 2003).

a) Conjugacion

La ubiquitina se une a la enzima activadora de la ubiquitina E1, mediante un enlace
tioéster de alta energia, entre el carboxilo terminal del residuo de glicocola y el residuo
de cisteina del sitio activo del enzima E1 (E1-S-Ub). En esta reaccion la enzima E1
hidroliza el ATP a AMP y PPi, con la intermediaria formacion de un EZ1-ubiquitin
adenilato. La ubiquitina asi activada se transfiere entonces desde el enzima E1 a un
miembro de una familia denominada proteina transportadora de ubiquitina (ubiquitin
carrier protein) E2, formando un enlace tioéster similar al formado anteriormente con el
enzima E1 (E2-S-Ub). La ubiquitina, de esta manera, puede ser transferida
directamente desde el enzima E2 al sustrato proteico, al que se une mediante un
enlace isopeptidico con el grupo € de un residuo amino de lisina (K) del sustrato. Otras
reacciones de conjugacion requieren la intervencion de una tercera enzima, la
ubiquitina ligasa (E3). E3 se une a la proteina sustrato y también a E2 para formar un

complejo E2-E3-sustrato. La formacion y reconocimiento de dicho complejo tiene una
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alta especificidad de sustrato para la cascada de conjugacion. (Cascales, 2005;
Vazquez, 2003; Jesenberg y Jentsch, 2002).

La enzima E1, activador de la ubiquitina, es esencial en la ubiquitinaciéon y degradacion
proteica. Su inactivacion a temperatura elevada causa la pérdida de un 80 por 100 de
la protedlisis. Existe una sola E1, producto de un solo gen. La enzima E2 es la proteina
transportadora de la ubiquitina. Existen 50 tipos diversos, que son polipéptidos
pequefios de unos 150 residuos que contienen en su sitio activo un residuo de cisteina,
ademas de presentar una identidad elevada entre ellos. El enzima E3, ubiquitin-ligasa,
es un polipéptido de 225 kDa, que reconoce el objetivo. E3 actla a modo de puente de
interaccién entre E2 y el sustrato. Existen més de 100 tipos de E3 con especificidad
para un solo sustrato. E3 se muestra en dos formas: con dominio HECT y con dominio
RING finger, ambos poseen también dominios de enlace a E2.

Las ligasas HECT-E3 sirven como adaptadores para unir el sustrato a una E2
especifica, formando un intermediario en el cual la ubiquitina se une a la cisteina
conservada. El dominio RING finger de la ligasa E3 debe su denominacion a: Really
Interesting New Gene. Contiene una estructura en doble bucle rica en cisteina
formados por dos atomos de Zn. Este dominio actia a modo de soporte donde se unen
el enzima y el sustrato o subunidades juntas. Las ligasas RING finger E3 incluyen tanto
las de cadena sencilla como los grandes complejos APC y SCF implicados en el ciclo

celular (Cascales, 2005).

Muchas proteinas localizadas en la membrana plasmatica han mostrado ser
ubiquitinadas. En 1986 se encontraron las primeras proteinas ubiquitinadas de la
membrana plasmatica, revelando dos secuencias aminoterminales. Uno de ellos
correspondio a la sucesiéon de ubiquitina. Desde entonces, se encontraron numerosas
proteinas de superficie celular conjugadas a ubiquitina (Strous y Govers, 1999).

El proceso de conjugacion de la ubiquitina, demostrado por Avram Hershko e Irwin
Rose (Premio Nobel de Quimica por el descubrimiento del papel de la ubiquitina en

2004), es reminiscencia de la activacion de los aminoacidos y ocurre en tres etapas:

1) En una reaccion dependiente de ATP, el carboxilo terminal de la ubiquitina se

conjuga mediante un enlace tioéster con el enzima activadora de la ubiquitina E1.
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2) La ubiquitina se transfiere a un grupo SH de la enzima conjugadora, transportadora
de ubiquitinas (E2).

3) La ubiquitina ligasa E3 transfiere la ubiquitina activada en E2 a un grupo g-amino de
una lisina de una proteina sustrato formando un enlace isopeptidico. Al parecer E3 es
clave en la seleccién de la proteina a degradar. El enlace covalente entre la ubiquitina y
el sustrato proteico requiere la activacién del grupo carboxilo terminal de la ubiquitina
(Cascales, 2005; Vazquez, 2003; Jesenberg y Jentsch, 2002; Sixt y Dahlman, 2008).

b) Protedlisis

La via de la ubiquitina-proteosoma se encuentra implicada en el intercambio intracelular
de las proteinas y juega un papel importante en la degradacion de proteinas
reguladoras de vida corta. Esta importante via se encuentra involucrada en la
regulacion de procesos celulares criticos, tales como: control del ciclo celular,
reparacion del DNA, oncogénesis, catabolismo de proteinas anormales, modulacion de
la respuesta inmune e inflamatoria, modulacion de receptores de superficie y canales
ionicos, procesamiento de antigenos, biogénesis de los ribosomas, transcripcion,
infeccidn virica, degeneracion neural y muscular, diferenciacion celular y respuesta al

estrés (Cascales, 2005).

La protedlisis esta mediada por proteasas dependientes de ATP, esenciales,
intracelulares y ubicuas, denominadas proteosomas o proteasas multicataliticas. Los
proteosomas degradan una amplia variedad de proteinas citoplasmicas, nucleares y de
membrana, que hayan sido marcadas para su degradacion mediante la insercion de
moléculas de ubiquitina (Baccetti, et al., 1996; Hershko y Ciechanover, 1998). Los
proteosomas de eucariotas son grandes complejos proteicos de alrededor de 2,500
kDa, con arquitectura modular (Baumeister, et al., 1998; Sixt y Dahlman, 2008). El
proteosoma es una proteasa multimérica, que cataliza el paso final de la degradacion
de las proteinas intracelulares, via de ubiquitina-proteosoma. El proteosoma existe en
multiples formas en las células eucariotas. En todas las isoformas se encuentra el
nacleo catalitico conocido como proteosoma 20S. La hidrdlisis del ATP se requiere
para el desplegamiento de la proteina que le permita la accesibilidad al nudcleo
catalitico. El nucleo catalitico del complejo, el proteosoma 20S, de 720 kDa, es una

particula cilindrica que consiste en cuatro anillos con siete subunidades diferentes cada
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uno, que estan presentes en dos copias y en una sola localizacion, de forma que la
particula presenta una simetria doble. Los cuatro anillos heteroheptaméricos
yuxtapuestos estan formados por subunidades a y B, unidas axialmente formando una
estructura a-B-p-a, con centros. La forma del proteosoma que reconoce y degrada a las

proteinas poliubiquitinadas es el proteosoma 26S (Vazquez, 2003).

La diversidad de la maquinaria ubiquitina-proteosoma la proporciona las mudltiples

formas de E3 con capacidad para reconocer a un grupo especifico de sustratos.

El descubrimiento de la cascada compleja de la via ubiquitina - proteosoma supuso una
revolucién y a partir de aqui, la degradaciéon de las proteinas ha adquirido una nueva
dimensién. En la actualidad se sabe que la degradacién de las proteinas celulares
mediante el sistema ubiquitina es un proceso complejo, enormemente controlado en el
tiempo y estrictamente regulado que se encuentra involucrado en numerosos procesos
basicos de la vida y la muerte de la célula, en la salud y la enfermedad (Cascales 2005;
Sixt y Dahlman, 2008).

Las proteinas degradadas por dicho sistema se conjugan covalentemente con la
ubiquitina, por medio de un proceso dependiente de ATP, para posteriormente ser
degradadas por el proteosoma o complejo proteasico multifuncional (SPDU). EI SPDU
involucra, por tanto, a diferentes enzimas tales como: ligasas, enzimas de activacién y
conjugacion, peptidasas e isopeptidasas, ademas del complejo proteosémico
(Cascales, 2005).

La forma del proteosoma que reconoce y degrada a las proteinas poliubiquitinadas es
el proteosoma 26S. Este complejo multienzimatico de 2.500 kDa de masa molecular
esta formado por el nucleo catalitico de 20S, antes mencionado y dos copias de un
complejo regulador de 19S. Se encuentra tanto en el nacleo como en el citoplasma y
consiste de al menos 20 tipos de subunidades y posee al menos cinco tipos diferentes
de actividades de peptidasa que parten después de residuos basicos, hidrofébicos o

acidicos (Vazquez, 2003).
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Figura 3. Proceso de ubiquitinacion.

. La ubiquitina es transportada por una enzima (activador de ubiquitina) conocida como E1 que la

transfiere a una segunda enzima E2 (conjugador de ubiquitina).

e Unatrecera enzima E3 (ligasa de ubiquitina) entra en escena para transferir la ubiquitina desde la

enzima E2 hasta la "proteina diana" que de esta manera comienza su proceso de marcado.

e  El proceso anterior se repite varias veces hasta que la proteina diana acumula, al menos, cuatro
moléculas de ubiquitina, momento en el que ya esta lista para su degradacién.

. La degradacion es realizada por la proteosoma, una estructura en forma de barril, que tritura la
proteina liberando los aminoacidos y las moléculas de ubiquitina que quedan disponibles para ser

reutilizadas.

La protedlisis por el proteosoma no es arbitraria, sigue un método. Aunque las

unidades cataliticas actlan como endopeptidasas, porque no son las uniones

terminales las que se rompen, el modo de accion preferido es por roturas sucesivas

comenzando cerca del N-terminal y produciendo fragmentos de 4 a 25 aminoacidos,

con una media de 8 a 9 residuos. Como la protedlisis se verifica siguiendo un proceso,

las roturas se verifican de manera secuencial, una tras otra.
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El mecanismo general de degradacion de las proteinas poliubiquitinadas es:

1) Reconocimiento y unidn del sustrato poliubiquitinado por el receptor en el complejo
19S.

2) Despliegue mecanico de la proteina sustrato, dependiente de ATP.

3) Introducciéon de la proteina desplegada en el nucleo 20S después de haberse
desprendido la cadena de poliubiquitina por accién de isopeptidasas.

4) Rotura de la proteina en fragmentos de 8 a 9 residuos.

5) Salida de los péptidos por el extremo 19S opuesto (Cascales, 2005).

La diversidad de la maquinaria ubiquitina-proteosoma la proporciona las mudltiples
formas de E3 con capacidad para reconocer a un grupo especifico de sustratos.(Sixt y
Dahlman, 2008)

c) Apoptosis

La via de la ubiquitina/proteosoma es la principal ruta no lisosomal para la degradacion
proteica en eucariontes. Es el instrumento de varios procesos celulares, asi como la
progresion del ciclo celular, transcripcion y proceso del antigeno. Se reporta que los
componentes de la ubiquitina/proteosoma y las vias apoptéticas actian profunda y
reciprocamente, demostrando que la maquinaria de la ubiquitinacion tiene un papel
importante en el apoptosis. La identificacion de agentes que inhiben la actividad del
proteosoma incitdé los estudios para investigar el requerimiento del sistema de
ubiquitina/proteosoma en la apoptosis. En la mayoria de las lineas celulares, los
inhibidores de proteosoma activan la apoptosis (Jesenberg y Jentsch, 2002). Durante la
apoptosis, la activacion de la caspasa origina la rotura de tres subunidades especificas
del complejo regulador 19S del proteosoma: Rpt5 y Rpnl0, cuyas misiones son el
reconocimiento de los sustratos poliubiquitinados, y Rpn2 que con Rpnl mantienen
unidas la tapa y la base del complejo 19S. Estas roturas mediadas por la caspasa
inhiben la degradacion proteosémica de sustratos dependientes o independientes de la
ubiquitina, incluyendo moléculas proapoptoéticas, facilitando asi la ejecucion del
programa apoptético (Cascales, 2005; Chen, et al., 2000; Sixt y Dahlman, 2008).

41



14.- Ubiquitinacion en la espermatogénesis

La actividad del sistema de ubiquitina es relativamente alta durante la
espermatogénesis. Asi, el sistema de ubiquitina puede implicarse en la degradacion y
reciclado de la proteina o en la eliminacion de células defectuosas, asi como la
apoptosis (Toshimori, 2003). La protedlisis dependiente de ubiquitina juega un papel en
la diferenciacion celular espermatica dentro de los tibulos seminiferos testiculares, y en
el control del ciclo celular a lo largo de la espermatogénesis, ovogénesis, fertilizacion, y
en el desarrollo embrionario. Ademas, la ubiquitina surge como un importante factor en

la calidad del semen epididimal y un regulador de herencia mitocondrial.

La ubiquitina conjuga las enzimas E1, E2, y UBC4, reciclando la proteina PGP 9.5,
siendo expresadas en la génada masculina durante la diferenciacion celular por las
células de Sertoli, espermatogonia, espermatocitos, y espermatides (Baarends et al.,
1999a; Bebington et al., 2001; Rajapurohitam et al., 1999).

La reduccion dramatica del volumen citoplasmatico ocurre durante la fase haploide de
la espermatogénesis, es decir, alargamiento del espermatide, cuando la mitocondria
junto con la mayoria del citosol se rechazan y forma un cuerpo residual destinado a la
resorcion por las células de Sertoli en los testiculos. La ubiquitinacion de la mitocondria
de la espermatide se basa en la colocacion de ubiquitina en la mitocondria de
espermatides y de espermas maduros (Sutovsky et al., 1999b, 2000; Hodjat et al.,
2008). La expresion de ubiquitina en el espermatide redondo y en el esperma maduro
se informdé en los gallos (Agell y Mezquita, 1988), toros (Sutovsky et al., 2000),
hombres, y ratones (Tipler et al., 1997).

La ubiquitina esta presente en el plasma seminal humano (Lippert et al., 1993) en los
espermatozoides defectuosos en humanos y animales que son ubiquitinados durante el
transito epididimal (Sutovsky et al., 2001a,b). Aunque las glandulas sexuales
accesorias podrian ser una fuente de ubiquitina en el plasma seminal, es probable que
la mayoria se origine en el epididimo, sugerencia apoyada por los niveles bajos de
reactividad cruzada de anti-ubiquitina en la prostata humana y animal, glandula

bulbouretral, foliculo seminal, y en la vesicula seminal.
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No esta claro como los espermatozoides defectuosos se reconocen por la maquinaria
de la ubiquitinacion y cdmo estan dispuestos. Las mitocondrias paternales son
etiguetadas con la ubiquitina en los testiculos (Sutovsky et al., 1999b, 2000) y esta
etiqueta de ubiquitina podria reconocerse por la maquinaria de ubiquitinacién epididimal
en el espermatozoide anormal dénde los disulfuros se unen a membranas
mitocondriales suspendidas durante el transito epididimal. Esto es consistente con la
acumulacion de substratos con ubiquitina en el fragmento inmdévil del semen, que
contienen la mayoria de los espermatozoides defectuosos después de la separacién
del fluido seminal (Hodjat et al., 2008). A menudo, la mitocondria espermatica es la
Gnica estructura con una superficie ubiquitinada en el espermatozoide defectuoso
aislado del compartimiento superior epididimal o cabeza del epididimo (Sutovsky et al.,
2001; Hodjat et al., 2008).

Las mutaciones en los componentes del sistema de ubiquitina que lleva a la infertilidad
del macho y/o hembra en modelos animales, también pueden ocurrir en el humano. Por
ejemplo, la histologia de testiculos de ratones es semejante a la histologia de biopsias
de los testiculos de varones infecundos con el oligo-idiopatico-asteno-
teratozoospermia. Ademas, la estructura primaria de la enzima puesta en cédigo por
HR6B muestra 100% de conservaciéon entre el ratén y el humano. No puede excluirse
gue inactivando mutaciones de HR6B pueden bajar algunos casos de infertilidad en el
varon. Ademas, el gen de HR6A esta involucrado en ciertos casos de infertilidad de la
mujer, por lo tanto, el sistema de ubiquitina parece tener a menudo funciones
especializadas en la generacion de gametos en machos y hembras (Baarends, 1999b;
Ozanon, 2005).

Actualmente se han desarrollado diferentes tipos de técnicas de seleccién espermatica,
cuyo principal objetivo es limpiar el semen de su propio plasma seminal recuperar a los

espermatozoides que ofrezcan una mejor calidad para la fecundacion.

15.- Ubiquitinacion del espermatozoide como marcaje de calidad

La degradacion de las proteinas dependientes de ubiquitina, es un sistema que esta
involucrado en la degradacion de proteinas, tanto funcionales como estructurales en

tipos celulares muy diversos. Las proteinas degradadas por dicho sistema, se conjugan
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covalentemente a la ubiquitina por medio de un proceso dependiente de ATP, para
posteriormente ser degradadas por el proteosoma o también llamada: complejo
proteasico multifuncional (SPDU), en cual involucra a diferentes enzimas, tales como:
ligasas, enzimas de activacion y conjugacién, peptidasas, isopeptidasas, ademas del

complejo proteosémico.

Aunqgue no se conoce con precision la participacion del proceso de ubiquitinacion en las
diferentes etapas del desarrollo esperméatico, se tienen algunas evidencias de su
participacion en la gametogénesis (Baarends et al.,, 1999) y en etapas posteriores
(Hodjat et al., 2008). Por ejemplo, la rata requiere Ubiquitina-conjugada con la enzima
(E2), UBC4 para el desarrollo post-natal del testiculo. La diferenciacion germinal en el
testiculo del ratén esta acompafiada por un aumento en la expresion de una proteina
unida a una multi-Ub. La espermatogénesis de los mamiferos requiere de la remocion
de las histonas unidas al DNA y permitir el empaquetamiento dentro de la cabeza del
espermatozoide, en este proceso puede estar también involucrado el sistema Ub
(Baarends et al., 1999). Las enzimas E1 y E2, que participan de manera importante en
el sistema de ubiquitinacion, estan involucradas en la espermatogénesis (Grootegoed
et al., 1998), parece ser que la mitocondria del espermatozoide esta marcada para su
degradacion por ubiquitina durante la espermatogénesis y son destruidas por la
maquinaria proteosomal del ovocito fecundado (Sutovsky et al., 1999). Se han
identificado sub unidades proteosomales especificas en testiculo de Drosophila
melanogaster que es la mosca de la fruta (Belote et al., 1998), y proteosomas activos
de espermatozoides humanos (Tipler et al., 1997). Cabe resaltar que uno de los sitios
de mayor concentracion de Ub, es el plasma seminal del humano, sin embargo, sus

funciones no son tan claras (Sutovsky et al., 1999).

La ubiquitinacion es un mecanismo universal, en el que participan las proteinas
ubiquitina, que tienen la capacidad de reciclarse y de unirse covalentemente a otras
proteinas, las cuales se presume han perdido su funcionalidad, estas ultimas sufren
una proteolisis en el lisosoma o el proteosoma (Ciechanover, 1994). Estudios
realizados (Sutovsky et al.,, 2000; 2001b) han demostrado que los espermatozoides
defectuosos de toros domésticos, ganado salvaje (bufalos y gaur), monos Reshus,
humanos y ratones presentan un indice alto de ubiquitinacibn en su superficie. Al

parecer, durante la maduracibn espermatica que ocurre en el epididimo,
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especificamente durante su paso por la rete testis a la cabeza del epididimo en los
toros, es cuando se presenta un abrupto incremento en el nimero de espermatozoides
ubiquitinados (Sutovsky et al., 2001b). La ubiquitina se expresa en el epitelio
epididimario y se acumula en las microvellocidades apicales, un sitio que posee
propiedades de secrecion de proteinas apodcrinas, esto permite suponer que la
ubiquitinacién de la superficie del espermatozoide pueda ser el medio de inmovilizacién
y/o reabsorcion de espermatozoides defectuosos durante su paso por el epididimo.
Como el mecanismo propuesto permite que un cierto porcentaje de espermatozoides
ubiquitinados o defectuosos estén presentes en el eyaculado, se ha propuesto que la
presencia de ubiquitina en la superficie de los espermatozoides podria ser un excelente
marcador de calidad de semen tanto en humanos como en animales (Sutovsky et al.,
2001Db).

Para el establecimiento de la ubiquitina como un biomarcador de humana, Sutovsky y
cols. (2004), realizaron un estudio en el cual examinaron la relacion entre el contenido
de ubiquitina en el espermatozoide y los parametros clasicos de un espermograma de
varones de una poblacion clinicamente inféertil por diferentes etiologias, el contenido de
ubiquitina se midié por citometria de flujo mediante la técnica de inmunoensayo para
ubiquitina-espermatozoide (sperm-ubiquitin tag immunoassay, SUTI), para lo cual se
utilizé un anticuerpo primario anti ubiquitina de humano (KM691) y un anticuerpo
secundario anti raton-FITC (Ozanon, 2005). Este grupo encontré0 que los pacientes
infértiles mostraron espermatozoides ubiquitinados con valores altamente significativos,
por lo que concluye que el incremento en la ubiquitinizacibn esperméatica esta
inversamente relacionado con la cuenta espermatica, la motilidad y el porcentaje de
anormalidades morfoldgicas; estos resultados sustentan el uso de la ubiquitina como
un biomarcador de calidad de semen humano y se sugiere su uso en otras especies.
La prueba SUTI confirma la mala calidad de las muestra de semen relacionado con
pardmetros clinicos muy pobres, aunque también encontraron valores altos de
espermatozoides ubiquitinados en algunos pacientes, cuyas muestras de semen

aparentemente tuvieron buenos parametros espermaticos (Sutovsky et al., 2004).
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JUSTIFICACION

La productividad de todas las especies de interés zootécnico esta determinada por
factores que influyen en mayor o menor grado sobre su rendimiento, de ellos los
aspectos reproductivos son de fundamental importancia para el avance zootécnico de
cada especie y por ello es necesario emprender programas que conduzcan al

conocimiento de los factores que participan y regulan el proceso productor.

En las ultimas décadas la investigacidon de los mecanismos moduladores de la
expresion reproductiva en lo general de los procesos previos a la fecundacién, en este
caso la capacitacion y la reaccion acrosomal van sentando las bases para el control y
manipulacion de procedimientos de reproduccion asistida, como inseminacion artificial,

congelacion de semen, entre otros (Ramirez, 2008).

A pesar de los esfuerzos realizados en la busqueda de conocimientos particulares de
estos procesos de control de calidad en el espermatozoide, alun existen grandes
interrogantes alrededor de estos temas. Resulta importante e interesante conocer los

mecanismos por los cuales se seleccionan los espermatozoides que se eyacularan.

La evaluacion de sementales para seleccionar aquellos aptos para ser usados en esta
practica de la reproduccion asistida, demandan cada vez mas de técnicas precisas que
permitan predecir la fertilidad de cada dosis para la inseminacion exitosa.
Desafortunadamente hasta el momento la calidad de la muestra se califica mediante el
uso de espermogramas convencionales que no evalldan caracteristicas de los

espermatozoides que garanticen o permitan predecir su capacidad fertilizante.

En varias especies de mamiferos incluyendo al humano (Ozanon, 2005), la infertilidad
en el macho estd asociada a un contenido mas alto de proteinas de la membrana
plasmatica del espermatozoide que se unen a ubiquitina, y pueden ser detectadas con
anticuerpos anti-ubiquitina (Sutovsky et al.,, 200la, b). Estas proteinas que son
marcadas por ubiquitina parecen ser secretadas por el epitelio epididimario (Fraile et
al., 1996) y se unen de manera preferencial a la superficie de los espermatozoides que

presentan algun defecto (no siempre detectado por un espermograma) (Sutovsky et al.,
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2001b), y al parecer cuando estos pasan por el cuerpo y cola del epididimo algunos de
estos son fagocitados por las células claras del epitelio epididimario (Hermo et al.,
1988).

Actualmente la informacion que existe sobre la ubiquitinacion de los espermatozoides
no es suficiente para conocer cual es su participacion sobre la fisiologia del
espermatozoide y mucho menos si se trata de una relacion con la incapacidad para la
fecundacion, o bien que solo sea parte de un proceso de maduracién del
espermatozoide que lo prepara para la capacitacion y la reaccion acrosomal, ya que
como sabemos uno de los eventos fisiolégicos mas importantes en estos ultimos

procesos es precisamente la remocion de proteinas (Dacheux, 2003).

En resumen, no se tiene claridad sobre el significado que tiene la ubiquitinaciéon de
espermatozoides en una muestra de eyaculado, ni el sitio del aparato reproductor
masculino en el que adquieren la marca con ubiquitina, por tal motivo con éste trabajo
pretendemos saber si los espermatozoides marcados con ubiquitina procedentes de
eyaculados y de cola de epididimo responden a inductores de capacitacion y reaccion
acrosomal, y si existe correlacion entre el nimero de espermatozoides ubiquitinados
con los otros parametros medidos en un espermograma, por ultimo se pretende
conocer si el nimero de espermatozoides ubiquitinados en una muestra influye en la
cantidad de espermatozoides que se capacitaran y llevaran a cabo la reaccion

acrosomal bajo condiciones in vitro.

El desarrollo de técnicas como ésta que pueden ser incorporadas para evaluar la
fertilidad masculina y de sementales en la produccion animal puede ser de gran
utilidad, ademéas de apoyar los programas de reproduccion asistida, asi como en el

diagnéstico y tratamiento de algunos trastornos de la fertilidad.

47



OBJETIVO GENERAL

Se pretende conocer el porcentaje de espermatozoides que presentan ubiquitinacién
de las proteinas de la membrana plasmética en espermatozoides de conejo, en
muestras de eyaculado y de cola de epididimo, durante la capacitacion y reaccion

acrosomal in vitro.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Inducir capacitacion y reaccion acrosomal en las muestras de espermatozoides
obtenidas de eyaculado y de cola de epididimo.

2.- Determinar el porcentaje de espermatozoides que se marquen con el anticuerpo
anti-ubiquitina en muestras de eyaculado obtenidos de conejos por vagina artificial y de
cola de epididimo.

3.- Determinar si existe correlacion entre el porcentaje de células positivas a ubiquitina

y el porcentaje de células capacitadas y reaccionadas.
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HIPOTESIS

Los espermatozoides marcados con ubiquitina y los no marcados, tienen la misma

oportunidad de realizar la capacitacion y reaccion acrosomal.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron conejos machos Nueva Zelanda Blancos, sexualmente maduros, con
fertilidad probada, de edad entre 12 y 18 meses y con un peso corporal de 3-4 kg. Los
animales permanecieron en el Bioterio, disponiendo de alimento y agua ad libitum,

temperatura controlada de 18° C y ciclos de luz-oscuridad de 12 x 12 horas.

OBTENCION DE MUESTRAS

Eyaculado

Se obtuvieron eyaculados de conejo con el uso de vagina artificial confeccionada en el
laboratorio de Bioquimica de la Reproduccion de la UAM-X. Para eliminar detritos
celulares y células de descamacion los eyaculados, se pasaron a través de un
gradiente de Percoll discontinuo (95-75% diluido en medio Brackett (30 mM HEPES, 5
mM KCI, 100 mM NaCl, 21 mM lactato de sodio, 2.5 mM piruvato de sodio, ajustado a
un pH de 7.6) (Suarez et al., 2002) y posteriormente se centrifugaron a 900 x g por 20
min. Los espermatozoides se recuperaron de la interfase del gradiente y se lavaron por

centrifugacion a 500 x g por 5 min.

Cola de epididimo

Los animales se sacrificaron por dislocacién cervical, después los testiculos se
disecaron, se ligaron las venas y el conducto del epididimo con hilo de algodon, para
perfundir el paquete vascular con 5 ml de solucion salina fisioldgica NaCl 0.9 M, pH 7.4

a 37° C, con el propdsito de evitar la contaminacion de las muestras con sangre.

Posteriormente se separaron los epididimos de los testiculos y se disecaron las
caudas. Los espermatozoides de esta regién se obtuvieron por perfusion, introduciendo
una canula por el conducto deferente y dejando correr 3 ml de medio capacitante. La
suspension de espermatozoides se lavo centrifugandolos a 500 x g por 5 min.

49



PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Dentro del ensayo se eliminaron las muestras contaminadas con sangre asi como las
gue no mostraron un porcentaje de viabilidad apropiado menor al 80% (Belsey et al.,
1980), de manera que soOlo se utilizaron muestras con movimientos progresivos
calificados como buenos y excelentes.

El porcentaje de espermatozoides vivos se obtuvo usando la técnica de tincion
supravital Eosina-Nigrosina (Swanson et al, 1951) con esta tincion los
espermatozoides muertos adquieren una coloracion roja mientras que los vivos no se

tifien.

Capacitacion

Tanto en espermatozoides de eyaculado como de cola de epididimo se indujo la
capacitacion. Una vez seleccionados y lavados, se re-suspenden en Medio Brackett (30
mM HEPES, 5 mM KCI, 84 mM NaCl, 21 mM lactato de sodio, 2.5 mM piruvato de
sodio, 13.9 mM, 2.5 mM CacCl2, glucosa, 1 mg/ml de albumina de suero bovino,
ajustado a un pH 7.6), a una concentracion final de 2.5 x 10" espermatozoides/ml. La
concentracion espermatica se calculd6 contando los espermatozoides en un
hemocitometro (camara de Neubauer). Las suspensiones esperméaticas se realizaron
en tubos conicos de polipropileno, se incubaron en una atmésfera de 5% CO2 / 95%
aire durante 6 h a 37° C con agitacion constante. Cada 2 horas se tomaron una
muestra de 20 pl para realizar el estudio fluorométrico con la ubiquitina. A las 6 horas
de incubacion, se tomaron aparte dos alicuotas méas de 20 pl para medir el porcentaje
de espermatozoides vivos por el método de eosina/nigrosina y en la otra se cuantifico
el porcentaje de espermatozoides capacitados, mediante la tincion de clorotetraciclina
(CTC) (Green et al., 1994).

Reaccién acrosomal

Después de las 6 horas de capacitacion de las muestras de eyaculado y de cola de
epididimo, se tomaron dos alicuotas de 300 pul cada una. Una se traté con progesterona
(Sigma) 3.18 pM (concentracion final en DMSO 0.1%) (Sabeur et al., 1996) y la

segunda alicuota fue usada como control por lo cual no se le adicioné ningun inductor.
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Las muestras se incubaron durante los 0, 15, 30, 45 y 60 min y para cada tiempo se
tomaron alicuotas de 20 ul para el analisis de fluorescencia con ubiquitina. Para
verificar la reaccién acrosomal en los espermatozoides incubados en las condiciones
mencionadas, en cada muestra, se realizo la tincion de azul brillante de Coomassie
(CBB) (Miller et al., 1993). La tincion azul de la region del acrosoma indica
espermatozoides intactos o no reaccionados. Cuando se observa una disminucion
importante de la tincion en la region acrosomal, los espermatozoides se consideraron

reaccionados.

Deteccion de Ubiquitina

El porcentaje de espermatozoides unidos a ubiquitina se cuantificO mediante
microscopia de fluorescencia usando el kit comercial de sperm-ubiquitin tag
immunoassay (SUTI). Los espermatozoides 20 ul (150 000 spz) de eyaculado y los de
cola de epididimo, se re-suspendieron en 500 pl del medio KMT (Sutovsky et al., 2000),
y se incubaron con el anticuerpo anti ubiquitina (MK-12-3, 1:100) durante 40 minutos a
37° C. La unién del anticuerpo anti ubiquitina se detect6 mediante la unién de un
anticuerpo secundario marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1:80), para lo
cual necesitaron 40 minutos de incubacion con el anticuerpo. Las incubaciones y los
lavados se hicieron en medio KMT en cajas de Petri manteniendo la temperatura a 37°
C. Una vez realizada la incubacién se procedio a realizar los frotis, para lo cual se
utilizaron porta objetos con poly-L-lisina y se sellaron con barniz de ufias transparente,
para inmediatamente después hacer el analisis en el microscopio de epifluorescencia.
El porcentaje de espermatozoides marcados con ubiquitina se determiné contando en
diferentes campos un total de 200 espermatozoides.

ESTUDIO CITOMETRICO

Una vez marcados los espermatozoides, se tomaron alicuotas de 20 pl (150,000
células) tanto de eyaculado como de cola de epididimo con los anticuerpos contra
ubiquitina a diferentes tiempos de incubacién (durante la capacitacion alas 0, 2, 4,y 6
horas; y durante la reaccién acrosomal a los 15, 30, 45 y 60 minutos), y fueron
evaluados haciendo uso de un citbmetro de flujo FACSort (Becton Dickinson System,
San José, CA). El valor de FSC-H sera de 44 y el de FSC EOQO.
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La intensidad de fluorescencia emitida a 530 nm (FL1, corresponde al anticuerpo) y se
cuantificarbn 10 000 espermatozoides; estos datos se analizaron con el programa
Lysys Il. Los datos de fluorescencia de las células se obtuvieron en una gréfica de
histogramas para representar la intensidad de la fluorescencia 1 (FL1) de todas las

muestras.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se us6 el paquete Info Stat. Los datos se analizaron con

ANOVA de dos vias y prueba t de Student. El valor de significancia fue de p < 0.05.
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RESULTADOS

A cada uno de los experimentos se les realiz6 un espermograma clasico para poder
descartar las muestras que no cumplieran con los requisitos basicos de calidad
(viabilidad y movilidad masal) se descarté un 20% de las muestras; ademas a cada una
de las muestras aceptadas se les indujo capacitacion con medio Brackett (durante 6
hrs.) y la reacciéon acrosomal con progesterona (durante 1hr.), todo en condiciones in

vitro.

Volumen, viabilidad, concentracion, motilidad

El volumen de las muestras de eyaculado en promedio fueron de 0.52 + 0.24ml, el

volumen de muestra recuperado estuvo entre 0.7 y 1 ml. (Cuadro 1)

En cuanto al porcentaje de viabilidad, los resultados obtenidos en muestras de
eyaculado fueron de 86% * 4.8 y en las muestras de epididimos fueron de 80 * 3.2 %.
(Cuadro 1)

El promedio de concentracion obtenido en muestras de eyaculado fue de 206 + 66
x10%ml y el de las muestras de epididimo fue de 193 + 43x10%/ml. (Cuadro 1)

El promedio de porcentaje de motilidad en muestras de eyaculado fue de 77.5 £ 2.7 %

y en las muestras de epididimo fue de 74 + 6.6 %. (Cuadro 1)

Cuadro 1. Resultados obtenidos: volumen (ml), motilidad (%), viabilidad (%), y

concentracion de espermatozoides/ml en muestras de eyaculado y de epididimo.

Eyaculado Epididimo
Volumen 0.52+0.10 mi 1mi
Viabilidad 86 + 4.8 % 80+32%
Concentracion 206 + 66 x 10%/ml 193 + 43x10°%ml
Motilidad 77527 % 74+ 6.6 %

Los datos en el Cuadro, son el promedio y error estandar. n=6
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Capacitacién

Para detectar el porcentaje de espermatozoides capacitados se realizé una tincion con
clorhidrato de tetraciclina, en la Figura 1 se muestra un ejemplo de dicha tincion.

Figura 4. Tinci6n de espermatozoides de conejo con clorhidrato de tetraciclina. Esta foto muestra el patrén de

fluorescencia de un espermatozoide sin capacitar (A), fluorescencia homogénea en todo el espermatozoide y otro
capacitado (B) disminucién de la fluorescencia en la regién acrosomal y la presencia de una banda fluorescente

brillante en la region ecuatorial.

En el Cuadro 2 se presentan los resultados de los porcentajes de espermatozoides
capacitados de muestras de eyaculado y de epididimo de las 0 a las 6 horas. A las 0
horas no hay una diferencia significativa entre los espermatozoides que presentaron
capacitacion entre las muestras de eyaculado y epididimo, sin embargo en los tiempos
posteriores (2, 4 y 6 horas) si se observa una diferencia significativa entre ambos tipos

de muestras.

Cuadro 2. Porcentajes de espermatozoides capacitados de muestras de eyaculado y

de epididimo de las 0 a las 6 horas.

Eyaculado Epididimo
Capacitacién 0 hrs 23+4.7*a 25+4.1*
Capacitacién 2 hrs 32+5.1* 58+6.5*
Capacitacion 4 hrs 36+3.2* 71+59*b
Capacitacion 6 hrs 42 + 2.4 *a 77+6.1%*b

Los datos en el Cuadro, son el promedio y error estandar. Diferente letra indica diferencia estadistica

(p<0.05), entre datos del mismo renglon. Prueba ANOVA y Tukey. n=6.
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Gréfica 1. Porcentaje de espermatozoides capacitados de muestras de Eyaculado (Ey)
y de Epididimo (Ep) a las 0, 2, 4 y 6 horas (x error estandar). La capacitacion fue

diferente entre grupos con diferentes literales (a,b) (P<0.05). n=6.

Reaccién acrosomal

Para detectar el porcentaje de espermatozoides con reaccién acrosomal se realiz6 una

tincién con azul de Coomasie.

Figura 5. Tincién de espermatozoides con azul brillante de Coomassie, espermatozoides con reaccion

acrosomal, la falta de tincion azul en el dominio acrosomal es caracteristico (A), (B) espermatozoides no

reaccionados la tincibn homogénea es indicativo de una membrana plasmatica intacta.
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En el Cuadro 3 se presentan los resultados de los porcentajes de espermatozoides con
reaccion acrosomal de muestras de eyaculado y de epididimo de los 0, 30 y 60 minutos
post-capacitacion. A los 0 y 30 minutos no hay una diferencia significativa entre los
espermatozoides que presentaron reaccién acrosomal entre las muestras de eyaculado
y epididimo, sin embargo en ultimo tiempo (60 minutos) si se observa una diferencia

significativa entre ambos tipos de muestras.

Cuadro 3. Porcentajes de espermatozoides con reaccion acrosomal de muestras de

eyaculado y de epididimo de los 0 minutos a los 60 minutos post capacitacion.

Eyaculado Epididimo
Reaccién acrosomal 0 min. 15+ 4.4 *a 16 £4.2 *a
Reaccién acrosomal 30 min. 22 +5.4*a 28+5.5*
Reaccién acrosomal 60 min. 30+28*a 59+4.4*p

Los datos en el Cuadro, son el promedio y error estandar. Diferente letra indica diferencia estadistica
(p<0.05), entre datos del mismo renglén. Prueba ANOVA y Tukey. n=6.
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Grafica 2. Porcentaje de espermatozoides con reaccion acrosomal de muestras de
Eyaculado (Ey) y de Epididimo (Ep) a los 0, 30, 60 minutos (+ error estandar). La
reaccion acrosomal fue diferente entre grupos con diferentes literales (a,b) (P<0.05).
n=6.
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Ubiquitinacion

Para detectar el porcentaje de espermatozoides ubiquitinados se realizé una tincion
basada en la union de un anticuerpo secundario marcado con isotiocianato de

fluoresceina.

Figura 6. Fotografia de microscopia de fluorescencia mostrando un espermatozoide de conejo con dos colas

ubiquitinado en la parte media del acrosoma en la porcién anterior y también en la parte media del flagelo.

Fig ura 7. Fotografia de microscopia de fluorescencia mostrando al centro dos espermatozoides de conejo

ubiquitinados principalmente en la parte media del flagelo.
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Fig ura 8. Fotografia de microscopia de fluorescencia mostrando espermatozoides de conejo ubiquitinados.

Fig ura 9. Fotografia de microscopia de fluorescencia mostrando espermatozoides de conejo ubiquitinados.
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En el Cuadro 4 se presentan los resultados de los porcentajes de espermatozoides

ubiquitinados de muestras de eyaculado y de epididimo a las 0, 3 y 6 horas de

capacitacion y a las 7 horas (6 horas de capacitacion + 1 hora de reaccion acrosomal).

En todos los tiempos se observa una diferencia una diferencia significativa entre ambos

tipos de muestras (p<0.05).

Cuadro 4. Porcentajes de espermatozoides de muestras de eyaculado y de epididimo

que presentaron ubiquitinacién de las 0 a las 6 horas de capacitacion y a las 7 horas

durante la reaccion acrosomal.

Eyaculado Epididimo
Ubiquitinacién 0 hrs 14 + .3.7*a 24 +£3.3*
Ubiquitinacién 3 hrs 12 + 3.8*a 22+28*
Ubiquitinacién 6 hrs 10 + 3.5*a 19+4.1*b
Ubiquitinacién 7 hrs 7% 21*a 16 +3.2*b

Los datos en el Cuadro, son el promedio y error estandar. Diferente letra indica diferencia estadistica

(p<0.05), entre datos del mismo renglén. Prueba ANOVA y Tukey. n=6.

Gréfica 3. Porcentaje de espermatozoides Ubiquitinados de muestras de Eyaculado

(Ey) y de Epididimo (Ep) a las 0, 3, 6 y 7 horas (£ error estandar). La ubiquitinacion fue

diferente entre grupos con diferentes literales (a,b) (P<0.05). n=6.

59



Grafica 4. Porcentaje de espermatozoides Ubiquitinados de muestras de Eyaculado
(Ey) a las 0, 3, 6 y 7 horas (x error estandar). La ubiquitinacion fue diferente entre

grupos con diferentes literales (a,b) (P<0.05). n=6.

Gréfica 5. Porcentaje de espermatozoides Ubiquitinados de muestras de Epididimo
(Ep) alas 0, 3, 6 y 7 horas (x error estandar). La ubiquitinacion fue diferente entre

grupos con diferentes literales (A, B) (P<0.05). n=6.
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Las siguientes figuras muestran los resultados obtenidos en el citometro de flujo, se

observa la disminuciéon del porcentaje de espermatozoides ubiquitinados conforme

transcurria el tiempo de capacitacion y reaccién acrosomal, tanto en muestras de

eyaculado como en muestras de epididimo.

Cuadro 5. Relacion de tiempo con respecto al color para la comparacion de resultados

obtenidos en el citometro de flujo.

Tiempo

Color

0 hr.
2 hr.
4 hr.
6 hr.
6 hr.
6 hr.

Capacitacion
Capacitacion
Capacitacion
Capacitacion
+ 30 min. Reaccién acrosomal

+ 6° min. Reaccion acrosomal

Verde oscuro
Negro

Verde limén
Azul marino
Morado

Verde aqua

Figura 10. Resultados obtenidos en el citémetro de flujo en muestras de eyaculado.
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Figura 11. Resultados obtenidos en el citémetro de flujo en muestras de epididimo.

Events

Cuadro 5. Relacién de tiempo con respecto al color para comparar los resultados

obtenidos en le citometro de flujo.

Tiempo

Color

0 hr
2hr
4 hr
6 hr
6 hr
6 hr

. Capacitacion
. Capacitacion
. Capacitacion
. Capacitacion
.+ 30 min. Reaccion acrosomal

.+ 6°min. Reaccion acrosomal

Verde oscuro
Negro

Verde limén
Azul marino
Morado

Verde aqua
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DISCUSION

El volumen de las muestras de eyaculado en promedio fue de 0.52 + 0.10 ml, el
volumen de muestra recuperado en muestras de epididimo (1 ml) no tiene error
estandar debido a que a todas las muestras se les realizé la perfusion con 1 ml del
medio capacitante, sin embargo cabe mencionar que el volumen normal en un
eyaculado es de 0.3-0.8 ml (Alvarifio, 1993; Ambriz, 2003). El volumen medio y
concentracion espermatica aumentan con la edad. Se ha demostrado al considerar
machos de 5 meses 0 de mas de 8 meses de edad, que el volumen pasa de 0.3 a 0.5
ml, y la concentracion de 200 a 300 millones/ml (Alvarifio, 1993; Garcia et al, 2006;
Ambriz, 2003). En ambos casos cabe sefalar que los resultados obtenidos se

encuentran dentro de los parametros normales sefialados en la bibliografia.

Las viabilidades obtenidas estan dentro del rango normal en ambas muestras, 86 *
4.8% en eyaculado y 80 + 3.2%en epididimo, pero cabe sefialar que fueron eliminadas

un 10% de las muestras que presentaron un valor menor al 75% de viabilidad.

La concentracién promedio de los eyaculados (206466 x10° /ml) estuvo dentro del
dentro del rango normal en muestras de semen de conejo ya que segun Garcia (2006)
estos se encuentran entre los 50 y 500 millones de espermatozoides por ml, si bien se
encuentra normalmente entre 150 y 350 millones hay que tener en cuenta, que las
caracteristicas incluyendo la concentracion espermatica, varia segun la raza, estacion
del afio y la edad (Boyd, 1987).

Por otro lado las concentraciones obtenidas en muestras de epididimos (193 x 10%/ml +
43) son variables debido a que la perfusidén no se realiz6 exactamente en el mismo sitio
del epididimo. No obstante, las reservas de la cola del epididimo pueden variar
notablemente en funcion de la actividad sexual (Alvarifio, 1993; Ambriz 2003).

Con respecto a la motilidad los resultados se encuentran en lo normal (77.5 £ 2.7% en
eyaculado y 74 + 6.6% en epididimo) debido a que sélo se utilizaron muestras con
movimientos calificados entre buenos y excelentes, pero Alvariiio (1993) menciona un

60% de motilidad espermatica en el primer eyaculado del dia. En esta investigacion
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obtuvimos un mayor porcentaje debido al descarte de muestras que presentaron baja

motilidad.

La capacitacion de las muestras se realiz6 con medio Brackett durante un periodo de 6
horas, se utilizé este medio ya que es un buen inductor de capacitacion espermatica,
de acuerdo a lo mencionado por Brackett (1975), Reyes et al., (1978), Avalos et. al.,
(2004) y Mayren (2007) y se realizd durante este periodo, ya que se afirma que el
mayor porcentaje de espermatozoides capacitados, en el caso del conejo, se da a las 6

horas.

Durante el proceso de capacitacion bajo condiciones in vitro, alguno de los
componentes del medio capacitante puede estimular el movimiento transmembranal de
los fosfolipidos y propiciar la pérdida de la asimetria membranal del espermatozoide,
tales componentes del medio capacitante son el Ca®*" que juega un papel muy
importante en la maduracion epididimaria, en la regulacion de la movilidad y sobre todo,
en que el espermatozoide adquiere la capacidad fertilizante, facilitando la capacitacién
y la reaccion acrosomal (Emiliozzi y Fenichel, 1997; Osheroff et al., 1999; Dacheux,
2003) el bicarbonato de sodio (Gadella y Harrison, 2000) e indirectamente la albumina
por su capacidad de producir la liberacion del colesterol presente en la membrana
plasmética del espermatozoide. Cabe destacar que el medio Brackett capacitante
contiene tanto calcio, como bicarbonato de sodio y albumina (Brackett, 1975).

Una vez madurados los espermatozoides, estos son eyaculados y depositados en el
aparato reproductor femenino donde experimentaran el proceso de capacitacion, el
cual se caracteriza por una serie de cambios a nivel de la membrana plasmatica como
son: remocion gradual o alteracion de glicoproteinas, disminucién del contenido de
colesterol y cambios en la distribucién y composicion de fosfolipidos de la membrana
(Gadella et al., 2001, Daleke, 2003).

Para que un espermatozoide alcance la capacidad fertilizante requiere de procesos
fisiol6gicos como la maduracion epididimaria, la capacitacién y la reaccion acrosomal
(Dacheux, 2003). Sélo los espermatozoides capacitados son capaces de entrar en
contacto con la ZP, lo cual desencadena la fusion de la membrana plasmatica con la

membrana acrosomal externa, seguida de la formacién de poros y vesiculas, que
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permiten la salida del contenido acrosomal y la penetracion del espermatozoide en el
ovocito, este evento fisioldgico recibe el nombre de reaccién acrosomal (Yanagimachi,
1994).

Se sabe que los espermatozoides obtenidos de la cola de epididimo de especies como
el ratdn, rata, carnero y conejo, tienen capacidad fertilizante (Knobil et al., 1994), sin
embargo, también es cierto que el proceso de eyaculacién proporciona algunos
cambios al espermatozoide que han sido detectados con el uso de lectinas. Los
espermatozoides son cubiertos por proteinas del plasma seminal producidas por las
glandulas accesorias. Existe la probabilidad de que las sustancias que proveen las
glandulas accesorias a los espermatozoides de eyaculado, les da una mayor
susceptibilidad para reaccionar mas rapido al proceso de capacitacion (Cadavid.,
2005).

Al respecto Avalos et al (2004) reporta que los espermatozoides de epididimo
respondieron mas rapido a la induccion in vitro de la capacitacion espermética en
comparacion con espermatozoides de eyaculado de igual manera nuestros resultados
apoyan esta aseveracion ya que existe una diferencia significativa entre las 2, 4y 6
horas, en las cuales hay un mayor nimero de espermatozoides capacitados en

muestras de epididimo.

En otro estudio (Harkema et al., 2004), se encontr0 que un mayor porcentaje de
espermatozoides obtenidos de cola de epididimo llegd a la capacitaciéon en 6 horas de
incubacion en condiciones capacitantes cuando se compararon con espermatozoides
eyaculados incubados bajo las mismas condiciones. Estas diferencias confieren cierta
ventaja, en cuanto al tiempo necesario para alcanzar la capacitacion, a los
espermatozoides de cola de epididimo sobre los espermatozoides de eyaculado. Dicha
ventaja prosigue durante la reaccion acrosomal (Garcia-Macedo et al., 2001).

Nuestros resultados refuerzan esta teoria ya que a las 6 horas de capacitacion en

muestras de eyaculado se observa un 42% en contra de un ventajoso 77% en
epididimo.
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Cabe sefalar que los espermatozoides que presenten capacitacion mas rapido tendran
también una reaccion acrosomal mas rapida, que si ocurre antes de llegar al ovocito
eliminara cualquier probabilidad de que se puede unir con este debido a que ya produjo
la liberacién de las enzimas que necesita para penetrarlo (Avalos, 2004).

Nuestros resultados mostraron que durante el periodo de capacitacion de 6 hrs un
porcentaje mas alto de los espermatozoides de epididimo se capacitaron en
comparacién con los espermatozoides eyaculados (77 + 6.1 contra 42 + 2.4%
respectivamente). Estas diferencias entre epididimo y eyaculado subsistieron durante el

desarrollo de la reaccién acrosomal (59 £ 4.4 contra 30 + 2.8% respectivamente).

La P, es una hormona que se encuentra en forma natural en el aparato reproductor
femenino (Meizel y Turner, 1991; Thérien y Manjunath, 2003) juega un papel
importante en el proceso de fertilizacion, incluyendo la capacitacion y la reaccion
acrosomal. Entre los efectos que produce se encuentra el aumento de las
concentraciones sistdlicas de Ca**, un incremento en la fosforilacion de tirosina en las
proteinas de los espermatozoides (Baldi et al., 1995) y la salida de CI* (Meizel y
Turner, 1996), lo que desencadena cambios membranales importantes. En diferentes
especies animales se ha demostrado que la progesterona estimula la reaccion

acrosomal en espermatozoides capacitados (Kirkman- Brown et al., 2002).

Durante la capacitacion, la eliminacion de componentes superficiales deja al
descubierto los receptores para P, en la membrana plasmatica del espermatozoide
(Cheng et al., 1998). Los espermatozoides que exponen receptores funcionales a P4
inician la reaccién acrosomal cuando son estimulados por esta, produciendo una rapida
activacion del flujo del calcio (Kirkman- Brown et al., 2002). La estimulacion de la
reaccion acrosomal con progesterona, en espermatozoides capacitados ha sido
demostrada en varias especies de animales (Kirkman-Brown et al., 2002). Nuestros
resultados demuestran que en muestras espermaticas de eyaculado y de epididimo de

conejo la progesterona es capaz de producir reaccion acrosomal.

Avalos et al., (2004) y Mayren (2007), realizaron estudios similares en conejo,
induciendo la reaccion acrosomal con P4, obteniendo un incremento paulatino en el

namero de espermatozoides reaccionados conforme el tiempo transcurria. Tal como los
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resultados de esta investigacion, obteniendo un 15% de espermatozoides reaccionados
al inicio de la reaccion acrosomal, aumentando hasta un 30% a los 60 minutos en
muestras de eyaculado después de haber iniciado el proceso, y teniendo un 16% de
espermatozoides reaccionados al inicio de la reaccion acrosomal aumentando hasta un
59% a los 60 minutos en muestras de epididimo. En el caso de espermatozoides
humanos Baldi (1998) también indujo de esta forma la capacitacion teniendo resultados

favorables y un aumento gradual conforme el transcurso del tiempo.

En otro estudio Avalos et al., (2004) reportaron que durante la capacitacion y la
reaccion acrosomal inducida con P4, los espermatozoides de conejo pierden la
asimetria fosfolipidica de la membrana plasmética. Esta pérdida en la asimetria puede
ocurrir como consecuencia de la intervenciébn de enzimas translocadoras de
fosfolipidos y probablemente la pérdida de la asimetria fosfolipidica es un requisito para

gue se realice dicho evento.

Los espermatozoides obtenidos de la region caudal del epididimo no tienen
componentes adquiridos del plasma seminal, que pudieran alterar o retrasar su
capacitacion (Yanagimachi, 1994). Estudios recientes confieren ventaja a los
espermatozoides de epididimo sobre los eyaculados en términos del tiempo para
alcanzar la reaccion acrosomal (Garcia-Macedo et al., 2001 y Harkema et al., 2004).
De acuerdo a los esperado, se obtuvo un mayor porcentaje de espermatozoides
reaccionados conforme pasé el tiempo, 59% en las muestras de epididimo a diferencia

del 30% obtenido en las muestras de eyaculado.

Los espermatozoides no capacitados son incapaces de unirse a la zona pellcida y
mucho menos de penetrar la capa celular del cumulus ooforus; en contraste los
espermatozoides capacitados pero sin reaccion acrosomal, penetran la capa del
cumulus pero no asi al interior de la corona radiada. Existen evidencias de que la
reaccion acrosomal ocurre en la vecindad de la zona peldcida y frecuentemente en el
ampula del oviducto en diversas especies de mamiferos (Avalos et al., 2004; Frits et al.,
2000).

O’ Rand and Fisher, (1987) reportan una capacitacion del 30% (con rangos del 15 -

46%) en 1hr 45min de induccion. El resultado obtenido mas cercano para realizar una
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comparacion seria a las 2 horas, al obtenerse un 58 + 6.5% de espermatozoides
capacitados a las 2 horas en muestras de eyaculado y un 32 + 5.1% de
espermatozoides capacitados a las 2 horas en muestras de cola de epididimo. Tales
diferencias tal vez se deban al medio capacitante utilizado.

La induccion a la reaccién acrosomal utilizada en esta investigacion fue a lo largo de 1
hora obteniendo como resultado final 30 £ 2.8 % en eyaculado y 59 * 4.4 % en
epididimo, lo que indicaria que se tuvo una reaccion acrosomal mas lenta en muestras
de eyaculado, datos estadisticos similares a los obtenidos por Mayren (2007) en
muestras de cola de epididimo ya que el a la hora obtuvo 53.6 + 3.68% de

reaccionados.

En otros estudios se ha inducido la reaccion acrosomal con diferentes medios como
rojo fenol + suero de albumina bovina (Kirkman- Brown et al., 2002), y albumina sérica
humana, Tris+NaCl, en los cuales se indujo la reaccion acrosomal bajo las mismas
condiciones de la presente investigacion (1 hr., 37C y 5% CO,) obteniendo buenos

resultados en la reaccion acrosomal.

El patron de fluorescencia de los espermatozoides sin capacitar mostrd fluorescencia
homogénea en toda la estructura, los espermatozoides capacitados mostraron
disminucion de la fluorescencia en la regién acrosomal y la presencia de una banda
fluorescente brillante en la region ecuatorial de igual forma que lo obtenido por Mayren
(2007). Lo que nos indica que éste seria el patron basico de fluorescencia que
presentan espermatozoides capacitados y no capacitados al realizar el mismo
procedimiento de tincion, es necesario realizar mas estudios al respecto para afirmar
gue ese seria el patron general para distinguir entre espermatozoides capacitados y sin

capacitar.

Para observar los espermatozoides con reaccion acrosomal se realizaron tinciones con
azul brillante de Coomassie, la falta de tincion azul en el dominio acrosomal es
caracteristica de espermatozoides con reaccidbn acrosomal, mientras que en
espermatozoides no reaccionados, la tincion homogénea indica una membrana
plasmatica intacta. Esto indica que este seria el patron basico de fluorescencia que

presentan espermatozoides reaccionados y no reaccionados al realizar el mismo
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procedimiento de tincion, ya que los resultados obtenidos en ésta investigacion en
cuanto al patron de tincién son similares a lo obtenido por Mayren (2007) después de
inducir la reaccién acrosomal con progesterona. Tomando en consideracion estos
resultados, se puede sugerir que para la valoracién del estado del acrosoma la técnica

de tincién de azul de Coomasie resulta recomendable.

La induccion in vitro de la capacitacion y/o la reaccion acrosomal con progesterona o
con ionoforo A23187, produce importantes cambios diferenciales en los subdominios
acrosomal y post-acrosomal en la asimetria de la membrana de la cabeza del

espermatozoide (Avalos et al, 2004).

La exocitosis que acompafia a la reaccion acrosomal, es un proceso que al igual que
en otras células no esta entendido en su totalidad. Mdultiples fusiones entre la
membrana de las vesiculas exociticas (del acrosoma) y de la membrana plasmatica
permiten la liberacion de enzimas hidroliticas, principalmente acrosina (Spungin et al.,
1996).

En cuanto a los resultados obtenidos de ubiquitinacion no se puede hacer un analisis
detallado debido a que principalmente los estudios llevados a cabo son en

espermatozoides de humano.

Sin embargo resultados previos muestran que no hubo diferencia significativa entre
porcentajes de espermatozoides positivos a ubiquitina en las diferentes regiones del

aparato reproductor de la coneja y espermatozoides de eyaculado (Toledano, 2008).

En ésta investigacion los resultados obtenidos muestran un patron de fluorescencia
semejantes a los resultados obtenidos por Toledano (2008). Si bien Toledano no
observo diferencias entre el porcentaje de espermatozoides ubiquitinados obtenidos de
eyaculado y los de las diferentes regiones del aparato reproductor femenino, si observo
la presencia de un patrén de fluorescencia diferencial. Los espermatozoides obtenidos
de eyaculado y de vagina presentaron mas de un 80% ubiquitinacién de la pieza media
del flagelo en dicha investigacion.
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Lo anterior coincide con Sutovsky et al (2002) donde muestran que los
espermatozoides de eyaculado que presentan alguna alteracion en la membrana
plasmatica o alguna otra anormalidad, sobre todo a nivel de la pieza media del flagelo
son factibles de presentar una afinidad a ubiquitina, principalmente en la pieza media
por presencia de una proteina llamada prohibitina que se encuentra en la membrana
mitocondrial y tiene afinidad por la ubiquitina, por lo que al estar dafiada la membrana
plasmatica del espermatozoide el anticuerpo contra ubiquitina puede llegar hasta la

membrana mitocondrial y por lo tanto marcar la pieza media.

De acuerdo con los estudios realizados por Toledano (2007), quien encontré que los
espermatozoides obtenidos de Utero y oviducto aparte de presentar fluorescencia en la
pieza media presentaron fluorescencia en la region acrosomal o en casi todos sus
dominios, lo cual hace suponer que cuando los espermatozoides transitan por el Gtero y
oviducto las proteinas de los diferentes dominios sufren un cambio estructural que les

permite ser detectadas por ubiquitina.

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran una diferencia en los
porcentajes de espermatozoides ubiquitinados entre muestras obtenidas de eyaculado

y muestras obtenidas de epididimo.

Los porcentajes de espermatozoides ubiquitinados se contabilizaron mediante la
observacion de frotis en un microscopio de fluorescencia. Cabe sefalar las desventajas
de estos, ya que dan una interpretacion subjetiva, baja sensibilidad y no es posible la
automatizacion; aunque se tiene la ventaja de poder discriminar entre diversos

patrones de fluorescencia, siendo un buen método de escrutinio.

También se realiz6 un analisis mediante citometria de flujo para obtener la cantidad de
espermatozoides reaccionados y ubiquitinados, mostrando ser un método sensible para
dicha deteccion. Esta respuesta era de esperarse dado que a través de este método se
pueden detectar cambios muy sutiles como la presencia de fosfatidilserina en la cara

externa de las vesiculas formadas durante la reaccién acrosomal (Avalos et al, 2004).

Avalos y colaboradores (2004) mencionan que cuando se compararon los datos de

citometria de flujo en los que se tomo la capacitacion y la reaccion acrosomal en
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funcidn del porcentaje de espermatozoides que emitieron fluorescencia positiva con los
porcentajes de espermatozoides reaccionados segun la tincion con azul de Coomasie,

se pudo comprobar que en todos los casos los datos de tincion mostraron siempre las
mismas tendencias que los datos por citometria.
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CONCLUSION

En el presente trabajo se demostré que se produce el proceso de ubiquitinacion de las
proteinas de la membrana plasmatica del espermatozoide de conejo al inducir in vitro la
capacitacién y la reaccion acrosomal, y que existe una diferencia significativa entre
ambos tipos de muestras en todos los tiempos, siendo un porcentaje mas alto de

espermatozoides ubiquitinados en el epididimo.

Los espermatozoides de epididimo al presentar una rapida capacitacién y por lo tanto
una rapida reaccion acrosomal liberan las enzimas necesarias para penetrar al ovocito,
disminuyendo asi la probabilidad de fecundar, asi el proceso de ubiquitinacién podria
participa en la seleccion y eliminacion de espermatozoides de conejo no aptos para la

fecundacion.
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