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.- RESUMEN

Este estudio se realizé con la finalidad de evaluar la perdida de la asimetria
fosfolipidica de la membrana plasmatica de la cabeza de espermatozoides de cola de
epididimo de conejo, durante ia evolucion de 10s procesos de capacitacion y reaccion
acrosomal haciendo uso de la union especifica de la Anexina V (marcada con un
trazador fluorescente)} al fosfolipido fosfatidil-serina. Se usé loduro de propidio como
control, no sélo para detectar la presencia de dano o muerle espermatica, sino
también para poder seleccionar aquellos espermatozoides que no han experimentado
aun por completo la reaccion acrosomal. La presencia y distribucion de los sitios de
union de la Anexina V fue analizada usando citometria de flujo y microscopia confocal.
Después de 6 horas de incubacion en un medio capacitante los espermatozoides
mostraron un ligero pero significativo incremento en el numero de células tenidas
positivamente con Anexina V. Los sitios de unién de la Anexina V que se produjeron
en la membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide durante la capacitacion
se detectaron principalmente en la regién post-acrosomal. Después de la capacitacion
se indujo reaccion acrosomal con iondforo A23187 y con progesterona. Cuando se
indujo con esta ultima, la localizacion de los sitios de union de la Anexina V se
detectaron principalmente en la regidn acrosomal pero con un aito niumero de sitios de
union en el area ecuatorial. Cuando la induccion de la reaccién acrosomal se hizo con
A23187 la translocacién de fosfatidilserina se presentd principalmente por encima de
la region acrosomal y también en la regién post acrosomal. La pérdida de la asimetria
fosfolipidica, caracleristica de la membrana plasmatica, que se observa inicialmente
durante la capacitacion y, posteriormente, durante la reaccién acrosomal puede ser
imporlante no solo para favorecer la ocurrencia de la fusion entre las membranas
plasmaticas y acrosomal del espermatozoide, sinc también para la fusion entre el

espermalozoide y el ovocito.
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Il.- SUMMARY

This study was conducted tc evaluate the phosphatidylserine transiocation in head
plasma membrane of Percoll-gradient purified of rabbit cauda epididymal sperm
during capacitation and acrosome reaction (AR), using Anexin V. Propidium iodide
was used as control to reject dead or dying cells. The presence and distribution of
Annexin-V binding sites were analyzed using flow cytometry and confocal
microscopy. After 6 h of incubation of sperm in capacitation medium, the number of
cells positively stained with Annexin-V showed a small but significant increment. The
Annexin-V binding sites produced during capacitation were found mainly in the post-
acrosomal region of the sperm head plasma membrane. After AR induction with
progesterone, the localization of phosphatidylserine was changed and the Annexin-V
binding sites were found almost only in the acrosomal region but with higher number
of binding sites In the equatorial area. On the contrary, after AR induction with
A23187 phosphatidylserine translocation although predominant over the acrosomal
region was also observed in the post-acrosomal region. Plasma membrane

destabilization during capacitation and AR may be important for sperm-oocyte fusion.




ll.- INTRODUCCION

Uno de los principales eventos que ocurren para dar paso a la generacion de un
organismo nuevo, es la union entre el gameto masculino (espermatozoide, en los
mamiferos) con un gameto femenino {ovocito, en los mamiferos). En el caso de los
mamiferos, millones de espermatozoides son depositados en el tracto genital
femenino, pero en el mejor de los casos, sélo uno de ellos tendra exito para fecundar
un ovocito.

Durante la interaccion del espermatozoide con el ovocito, ocurre una secuencia de
eventos altamente regulada. En primera instancia los espermatozoides eyaculados
son activados en el tracto reproductor femenino, en un proceso denominado
capacitacion, durante el cual experimentan una reorganizacién dramatica de su
membrana plasmatica (Frits et al., 2000) y so6lo aquellos que son exitosamente
capacitados podran unirse a la zona pelucida del ovocito de manera especie
especifica. La union del espermatozoide con la zona pelacida produce en el
espermatozoide una serie de sefalizaciones que desencadenan la entrada de Ca*' y
ta fusion de la membrana plasmatica con la membrana acrosomal externa en
multiples sitios, proceso que se conoce como reaccion acrosomal. El contenido
acrosomal, compuesto por enzimas hidroliticas, produce la digestion de la zona
pelucida del ovocito, lo cual ayuda al espermatozoide a penetrar a través de esta -
capa glicoproteica que rodea al gameto femenino. Durante la reaccién acrosomal la__;
membrana plasmatica apical y la membrana acrosomal externa se fusionan para.
forman vesiculas que se separan del espermatozoide. Al terminar la reaccion.
acrosomal, la membrana acrosomal interna queda expuesta y los residuos de la
membrana plasmatica de la region anterior del espermatozoide pueden observarse

como estructuras que parecen horquillas en los costados del espermatozoide. La



progresion del espermatozoide a traves de la zona pelucida, aparentemente
facilitada por la existencia de sitios especificos de fijacion entre la membrana
acrosomal interna expuesta y las proteinas constituyentes de la zona pelucida, lo
conduce hasta el espacio perivitelino del ovocito (Frits et al., 2000). Aqui el
espermatozoide se coloca de manera que su region ecuatorial (horquillas), queda en
contacto y se fusiona con la membrana plasmalica del ovocito (oolema) (Frits et al.,
2000) produciendo la penetracion de la cabeza del espermatozoide al interior del
citoplasma del gameto femenino.

La composicién y organizacion de la membrana plasmatica del espermatozoide
regulan de manera especifica 1os eventos que conduciran el destino de los
espermatozoides, entre estos eventos estan: la afinidad para factores de adhesion,
la permeabilidad para solutos hidrofilicos, sefalizacion celular y eventos de fusion

(Dunina-Barkovskaya, 1998).



IV.- ANTECEDENTES

1.- Espermatozoide maduro

La estructura basica de los espermatozoides maduros ha sido dividida en tres
regiones altamente especializadas: a) La cabeza. Representa la parte mas
voluminosa y anterior de la célula espermatica y esta directamente involucrada en
todos ios mecanismos con la interaccion entre espermatozoide y el ovocito que
daran inicio a la formacidén de un nuevo individuo. La cabeza del espermatozoide
contiene poca cantidad de citoplasma y en ella se encuentran el nucleo y el
acrosoma. El acrosoma es una vesicula compleja que contiene enzimas hidroliticas,
necesarias para [a penetracion de la zona pelucida, (ZP) del ovocito por el
espermatozoide (Yanagimachi et al.,1994; Frits et al., 2000); b) La pieza media en
la cual se ha localizado todas las mitocondrias, encargadas de la produccion de
energia; y c) El flagelo, que le da la movilidad (Frits et al., 2000).

La célula espermatica madura carece de un grupo importante de organelos (reticulo
endoplasmice y 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 comunicacion con las estructuras membranosas intercelulares porque el

transporte membranal mediado por vesiculas esta bloqueado.

2.- Membrana Plasmatica del Espermatozoide Eyaculado

Muchas de las caracteristicas de la membrana plasmatica del espermatozoide, que
determinan su capacidad fisiolcgica 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 unién entre la parte media y la
parte caudal del epididimo.

Los cambios principales que se producen en la superficie del espermatozoide
durante la maduracion epididimaria son: a) un incremento en la carga neta
superficial, ya que en los espermatozoides obtenidos de cola de epididimo la carga
negativa es mayor que la de los obtenidos de cabeza, en diferentes especies
(Bedford, 1963; Bedford, et al., 1973; Moore, 1979), b) modificaciones en la cantidad
de sacaridos y glicoproteinas en la superficie de los espermatozoides, lo cual
probablemente son la causas de los cambios en la carga neta superficial, c)
aumento en la cantidad de acido sidlico (Cooper, et al., 1971; Yanagimachi et al,,
1972), d) disminucién en el contenido de lipidos, especialmente del colesterol, lo
cual ha sido informado en cerdo, toro, carnero, cobayo, y rata (Dawson et al., 1964;
Aveldano et al., 1992), la proporcién colestercl/fosfolipidos y las concentraciones de
fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, cardiolipina, etanolamina, plasmalégeno y de
acidos grasos insaturados disminuyen en espermatozoides de carnero (Scott, 1967),
mientras que en los espermatozoides de humano ocurren incrementos en la
cantidad de esteroides sulfoconjugados (Lalumiere et al., 1976).

Nuevos y trascendentes cambios ocurren en la superficie del espermatozoide
después de la eyaculacion en el tracto genital femenino. Aigunos de estos cambios
han sido detectados con el uso de lectinas, las cuales tienen afinidad especifica por
algunos glicoconjugados de membrana. También se ha encontrado que antigenos
de grupos sanguineos (Edwards et al., 1964; Frits et al.,, 2000), antigenos de

histocompatibilidad (Kerek et al., 1973) y factores de inmunosupresion, se adhieren



al espermatozoide al mezclarse con las secreciones de las glandulas accesorias del
aparato reproductor masculino durante la eyaculacion. Por ejemplo, los
espermatozoides de humano adquieren lactoferrina (Hekman et al., 1969), ferrisplan
(Koyama, et al., 1983; Frits et al., 2000). En el conejo se han encontrado proteinas
de 20,000 daltons en el eyaculado que no son demostrables en espermatozoides de
epididimo (Oliphant et al., 1979; Nolan y Hammerstedt, 1997). En el toro se han
encontrado proteinas de 25,000 y 14,000 daltons especificas del plasma seminal

unidas a espermatozoides eyaculados (Vierla, et al., 1980).

2.1- Distribucion heterogénea de los componentes estructurales 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 funcién (esquema}
(Frits et al., 2000}).

La membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide (esquemal) esta dividida
en un dominio acrosomal (region anterior de la cabeza) y en un dominio
postacrosomal (region posterior a la cabeza). El dominic acrocsomal puede ser
subdividido en 1.- segmento marginal (segmento apical, banda anterior y/o aro
perférico}, dominio que se encuentra sobre el area del acrosoma que sobresale de
la region nuclear, 2.-el segmento principal (segmento acrosomal} dominio localizado
por encima de la mayor porcidon del acrosoma y 3.- el dominio ecuatorial (acrosomal
posterior} ubicado en los limites entre la parle posterior del acrosoma y la llamada

region posacrosomal. 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 (Yanagimachi, 1994, Frits et al., 2000).

Esquema 1

PRINCIPALES COMPONENTES Y DOMINIOS DEL ESPERMATOZOIDE MADURO

M. PLASMATICA
M. A. EXTERNA
ACROSCMA

M, A, INTERNA
M. HUCLEAR PRE ECUATORIAL

APICAL

NUCLEO
#———— ECUATORIAL

POST ECUATORIAL
PIEZA MEDIA ANILLO POSTERICR

MTOCONDRIAS
+—— PIEZA MEDILA

ANILLO ANULAR

FLAGELO

Los pnincipales componentes del espermatozoide son la cabeza, pieza media y cola, en la
cabeza se encuentra la membrana plasmatica, la acrosomal externa, la acrosomal inferna, el
acrosoma, la cubierta nuclear y el nucleo. La membrana plasmatica del espermatozoide se
caracteriza por estar organizada en dominios y los principales son: la regién apical, la
preecuatorial, ecuatonal, postecuatonal, anillo postenor, pieza media, anillo anular y flagelo
( modificado de : 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 plasmatica del espermatozoide.
Los esteroles son los segundos lipidos mas abundantes en el espermatozoide (Frits
et al., 2000). Estudios realizados con fractura por congelacién muestran que, en los
espermatozoides de cobayo y de toro, la cantidad de esterol en la parte antenor del
acrosoma es 4 veces mayor que la encontrada en la regién postacrosomal. Aunque

el sulfato de colesterol es una pequena parte del esterol total, constituye un



componente de la mayor importancia en el dominio acrosomal de la membrana
plasmatica del espermatozoide humano (Yanagimachi, 1994; Frits et al., 2000).

La relacién fosfolipidos / proteina de la membrana plasmatica de! 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
proteina / lipidos en varios dominios de la membrana plasmatica del espermatozoide
sea diferente. Yanagimachi, 1994; Frits et al., 2000).

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) (Mann y Litwak-Mann, 1981; 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 posicidn 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 posicidén sn-1 0 sn-2 del esqueleto del
glicerol (Parks and Hammerstedt, 1985). Las concentraciones de fosfolipidos en la
membrana plasmatica de las celulas espermaticas, son generalmente comparables
a los de las membranas plasmaticas de las células somaticas. Por ejemplo el
espermatozoide humano contiene una relacion porcentual de 50 de fosfatidilcolina,
30 de fosfatidiletanolamina, 12.5 de esfingomielina, 3 de fosfatidilsenna, 2.5 de
cardiolipina y casi 2 de fosfatidilinositol. Por el contrario, la composicion estructural
de especies moleculares de fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, asi como de otros

fosfolipidos, es considerablemente diferente entre los espermatozoides y las células



somaticas (Frits et al., 2000). La posicién sn-2 del esqueleto del glicerol de los
fosfolipidos esperméticos constituye una de las diferencias mas nolables en cuanto
a la esterificacién con acidos grasos poli insaturados de cadena larga (casi
exclusivamente acido docosahexaenodico 22:6 y acido docosapentaendico, 22:5),
ademas en la posicion sn-1 contienen predominantemente cadenas alifaticas
saturadas de 16 atomos de carbono de los cuales casi el 55 % esta unido a un
vinileter (plasmenilcolina ¢ plasmeniletanolamina) v 25 % con un grupo alquilo
saturado (fosfatidilcolina o fosfatidiletanolamina) (Evans et al., 1980; Brouwers,
1998), solo el 20 % de !a fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina contienen en el sn-1
un enlace de tipo éster con un acido graso. Durante la capacitacion la cantidad de
fosfatidilcolina pueden aumentar debido a la metilacion de la fosfatidiletanolamina
(Frits et al., 2000 ).

Existen variaciones entre espermaiozoides de diferentes especies, en cuanto a la
concentracion de lipidos neutros que componen su membrana plasmatica, incluso
hay diferencias entre espermatozoides del mismo individuo. EI principal componente
que varia, es el colesterol. El 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 tambien

estan presentes en la membrana (Mann y Lutwak-Mann, 1981; Frits et al., 2000).

3.- Asimetria de la membrana plasmatica
Las moléculas lipidicas que presentan la asimetria mas marcada y constante, en
cuanto a su distribucion en la membrana plasmatica de las células animales, son los

glicolipidos, los cuales se caracterizan por estar Gnicamente en la mitad exterior de



la bicapa, quedando sus carbohidratos al descubierlo en la superficie de la célula
(Frits et al., 2000).

En cuanto a los componentes fosfolipidicos de la membrana plasmatica de los
espermatozoides, se encuentran asimétricamente distribuidos, de manera semejante
a como acontece en la membrana plasmatica de las células somaticas. Diversos
metodos han revelado que los fosfolipidos como efingomielina (SM) y en menor
grado fosfatidilcolina (PC), se encuentran principalmente en la cara externa de la
membrana (Gadella et al., 1999 y Muller et al., 1996). Los aminofosfoipidos como
fosfatidiletanolamina (PE) y especialmente la fosfatidilserina (PS) estan localizados
en la capa lipidica interna (esquema 2) (Rana et al, 1993, Hinkovska et al., 1986). Si
bien es cierlo 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 asimetria membranal (Kuypers et al., 1996). 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
eleccion para detectar pérdida de la asimetria de la membrana (Kuypers et al., 1996;
Dachary-Prigent el al 1993; Rosales et al, 2000). 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 espermaticas (Gadella et al.,
1999; Nolan et al., 1995).

La formacion y mantenimiento de la asimetria de las membranas biolégicas es
imporlante para sus funcicnes y por lo tanto para el mantenimiento de la célula

(Herrman, et al., 1991, Op den, 1979). Los componentes estructurales de las




bicapas se encuentran en equilibrio. Dicho equilibrio es un balance de dos
mecanismos. Primero todos los fosfolipidos difunden pasivamente a traves de la
bicapa, a una velocidad relativamente baja. Segundo los amino fosfolipidos son
transportados activamente de la cara externa de ia membrana hacia la cara interna
por la accion de una enzima denominada translocasa de aminofosfolipidos
dependiente de (ATP) y Mg®" la cual mantiene el equilibrio de la membrana. Estudios
reportados en eritrocitos han podido demostrar que los aminofosfolipidos son
transportados desde la cara exlerna hasta la cara interna de la membrana por la
aminofosfolipido translocasa, y gque este movimiento es responsable de la
distribucion asimétrica de los fosfolipidos en los eritrocitos, asi comc en la
membrana de otras celulas eucariontes (Devaux, 1990; Schroit et al., 1991). 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 (Kuypers et
al., 1996). La aminofosfolipido translocasa puede ser bloqueada por vanadato o por
algun sistema que inhiba la produccion de ATP (Backer et al., 1987).

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 “fiop” {(Kuypers, et al., 1996).

Bajo la mayoria de las condiciones el mecanismo de “fip-flop” es
extracrdinariamente lento y su tiempo medio se mide en intervalos de horas o
semanas {Homan, et al., 1988). Se ha encontrado que el movimiento de proteinas
del exterior al interior de la membrana cataliza el pasc de aigunos fosfolipidos de
una lamina a la otra por mecanismos de “flip-flop”, tanto dependientes de ATP como
independientes de él, en un tiempc menor a 5 minutos (Deleke et al., 1985; Devaux,

et al., 1990; Seigneuret, et al., 1984).




Otras enzimas, semejanies a las translocasas, han sido descritas recientemente
como importantes en la regulacidén de la distribucion asimetrica de los fosfolipidos de
las membranas. Estas enzimas, llamadas "flipasas” regulan una rapida translocaciéon
de fosfolipidos por el movimiento de “flip-flop” (Schneider, et al., 1986). La actividad
de “flip-flop” de fosfolipidos puede ser incrementada significativamente por la
incorporacion de antibidticos formadores de canales iénicos, como la anfotericina B
(Schneider, et al., 1986).

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

Es conocido que el incremento de la concentracion del Ca?" citosolico, inducido por
el ionéforo A-23187, o por incorporaciéon de Ca?* al medio, estimula la produccién de
una distribucion al azar de los lipidos de la membrana (Sulpice et al.,, 1994;.
Williamson et al., 1985 y Williamson et al., 1992). El desorden que se produce en la
membrana ocasiona perdida de la asimetria de los fosfolipidos de la membrana vy
posteriormente la formacion de vesiculas. La relacidn entre vesiculacion vy
translocacion de fosfolipidos fue demostrado por la observacion de experimentos
que mostraron espontaneos brotes y vesiculaciones en liposcmas despues de que
se les indujo redistribucion transmembranal de fosfolipidos (Farge y Deveraux,
1992). Desde hace mucho tiempo se conoce que ciertos ionéforos como el A23187
son capaces de unir y transportar cationes divalentes como el Ca® a través de
barreras lipidicas, incluyendo las membranas celulares (Case et al., 1974),
posteriormente se demostro que este tondforo era capaz de incrementar el contenido

de cAMP en células de la médula 6sea. En virlud de la conocida reiacion del



metabolismo del calcio con el cAMP, algunos autores decidieron utilizar a este
ionoforo como inductor de la capacitacién espermatica (Reyes, et al., 1978).
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 (Frits et al., 2000; Kirkman-Brown et al., 2002).
Esquema 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 fa lamina interna
de /a bicapa (modificado de: Rana et al, 1993 y Hinkovska et al., 1986)..

4.- Capacitacion Espermatica

Los espermatozoides eyaculados se pueden unir a la ZP solo después de haber sido
activados en el tracto reproductor femenino (Fraser, 1998). La activacion del
espermatozoide (capacitacion), es un evento muy complicado y, a pesar de que ha
sido estudiada ampliamente, ain no se tiene un conocimiento cabal, ni mucho

menos, de los mecanismos que concurren a que acontezca normalmente. La

capacitacion induce cambios a nivel de la membrana plasmatica del espermatozoide



que se describen a continuacion, los cuales aceleran su metabolismo, modifican su
patron de movilidad y le permiten aumentar la afinidad por la zona pellcida

(Harkeman et al., 1998).

4.1.- Regulacion de la fosforilacion

Se ha demostrado en diferentes especies de mamiferos incluyendo el humano, que
un numero considerable de proteinas llega a fosforilarse por accién de Ia tirosina
cinasa durante la capacitacion in vitro (Visconty y Kopf, 1998). Esto no se sabe si a
nivel del tracto reproductor femeninc durante la capacitacion in vivo ocurre, debido a
lo difictl que resulta evaluar la influencia que ejerce el oviducto y el efecto del periodo
del ciclo estral sobre el espermatozoide in sifu (Smith, 1998). Sin embargo, las
investigaciones que se realizan sobre capacitacion in vitro, son un potencial para
examinar el efecto de diferentes compuestos, que median o inhiben la fosforilacidon
de las proteinas durante la capacitacion. Uno de los compuestos mas importante es
el bicarbonato, y su omision no solo inhibe la fosforilacion proteica (Visconti et al.,
1995; Leclerc et al., 1996), sino que también disminuye la posibilidad de que el
espermatozoide se una con la zona pelicida (Harkeman et al., 1998), ademas de
inhibir la induccion de la hipermovilidad {Boatman y Robbins et al, 1991). Un
segundo componente es la albumina, su principal funcion es la de movilizar
colesterol. Sin embargo, su funcién con el bicarbonato sobre la fosforilacion no es
del todo claro (Emiliozzi y Fenichel, 1997; Osheroff et al., 1999). Un tercer
componente capacitante es el Ca®*, su accion directa sobre el sistema de la tirosina
cinasa en la fosforilacién de proteinas ha sido dificil de examinar (varios procesos

requieren Ca*’ ) y existen diferencias entre especies (Emiliozzi y Fenichel, 1997). Se
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podria decir que el bicarbonato juega un papel clave en la activacion de la
fosforilacion de proteinas en el espermatozoide de mamiferos.

El bicarbonato se encuentra en bajas concentraciones en la cola de epididimo del
espermatozoide (<1 mM) y se confronta con niveles mas elevados (>15 mM) cuando
entra al tracto reproductor femenino, indicando que el bicarbonato tiene una posible
funcion in vivo (Harrison, 1996). Los niveles de Ca** intracelular pueden elevarse por
entrada de bicarbonato, via canales ionicos en la membrana plasmatica (CI/THCOy
(Ain et al., 1999), intercambio Na'/HCOs; (Jensen et al., 1999). Una explicacion
alternativa para la entrada de bicarbonato al espermatozoide es que los niveles de
CO,/H;CO3 se encuentran en equilibrio en los compartimentos intra y extracelutar
por la difusion del gas a través de la membrana plasmatica del espermatozoide
(Parkkila et al., 1991). La anhidrasa carbdnica que esta presente en la cabeza del
espermatozoide, podria estar involucrada en mantener los concentraciones
intracelulares altas de bicarbonato, por conversion del CO; que se difunde (Parkkila
et al.,, 1991).

El bicarbonato es capaz de unirse a la adenilato ciclasa {AC) en sitios especificos
del espermatozoide y desencadenar un aumento en la concentracién de AMPc
(Okamura y Sugita et al., 1983; Okamura et al., 1985; Garty y Salomodn, 1987). Un
aumento en la concentracion de AMPc activa las proteinas cinasas dependientes de
AMPc (PKA) y la activacion de PKA induce las vias de fosforilacion de tirosina. La
inhibicion de fosfatasas que son especificas para residuos de fosfosernna vy
fosfotreonina (PP1 y PP2A) incrementan el niUmero de espermatozoides capacitados
(Furuya et al., 1993). El vanadato es conocido como un fuerte inhibidor de las

fosfatasas para tirosina asi como de otros sistemas enzimaticos dependientes de




ATP y que se ha demostrado inhiben significativamente la entrada de Ca®" inducida
por progesterona (Bonaccorsi et al., [995).

La fosforilacion de tirosina de proteinas espermaticas estd relacionada con un
aumento en la afinidad con la zona pelucida (ZP) (Pukazhenthi et al., 1998) y con la

reaccion acrosomal (Benoff et al., 1998}, e hipermovilidad (Nassar et al., 1999).

4.2.- Canales idnicos

La iniciacion de la reaccion acrosomal es como en otros eventos de fusion
membranal dependientes de un incremento masivo de los niveles de ca®
intracelular de los espermatozoides (Bailey y Storey, 1994; Naz et al., 1991). La
concentracion de Ca*' extracelular se requieren para la capacitacion espermatica y
para la reaccion acrosomal (Visconti et al, 1995, Kaul et al., 1997). Bajas
concentraciones de Ca®" extracelular (90 uM) en combinacién con iondforo de Ca**
se induce la capacitacion pero no la reaccion acrosomal en espermatozoides de
raton, mientras que concentraciones extracelulares altas (1.8 mM) son apropiados
para inducir la reaccion acrosomal (Fraser y McDermott, 1992). La adicion de
agentes quelantes de Ca®" (necesarios para estudiar la capacitacion espermatica
independiente de Ca*") en combinacién con técnicas de analisis de imagines
(Harrison et al., 1993; Suarez y Dai, 1995; Cordoba, 1997), Ca?" radiactivo (Adeoya-
Osiguwa y Fraser, 1993) y micro electrodos selectivos de iones (Ruknudin y Silver,
1990), han mostrado un incremento en la concentracion intracelular de Ca®* en
espermatozoides durante la capacitacion in vitro.

La membrana plasmatica del espermatozoide tiene diferentes formas para introducir
Ca®" al interior de la célula:

a).- Canales de Ca®* dependientes de voltaje (Benoff, 1998).



b).- ATPasas dependientes Ca** (Ashraf et al., 1994).

c).- Intercambiadores de Na*/Ca®* (Rufo et al., 1984) y probablemente otros.

Ademas de estas se ha descrito la presencia de IP3 dependiente de Ca®" en el
acrosoma (Walensky y Zinder, 1995) asi como la presencia de ATPasa dependiente
de Ca®" en el acrosoma, esto sugiere que el acrosoma podria servir como un
regulador intracelular de Ca®. No obstante el Ca®* acrosomal parece ser
inmovilizado por proteinas o como cristales debido al pH acido del acrosoma
(Martinez-Menarguez et al., 1996) debe recordarse que los espermatozoides
carecen de reticulo endoplasmico. Ademas las mitocondrias no estan localizadas en
la cabeza del espermatozoide por lo cual [o mas probable es que no pueden influir
en las concentraciones de Ca®*. Se ha postulado que los niveles de Ca*" libre en el
citoplasma se acumulan en bajas concentraciones en espermatozoides de
eyaculados frescos por la sensibilidad de la calmodulina ATPasa dependiente de
Ca®* que inhibe la capacitacion. La inhibicién de calmodulina o calmodulina sensible
a las ATPasas — Ca?* produce un incremento en la concentracion intracelular de
Ca?", que se refleja en una mayor proporcion de espermatozoides capacitados
(Adeoya-Osiguwa y Fraser, 1993; Fraser et al., 1995). Esto sugiere que la constante
circulacion de Ca®* citoplasmatico por ATPasas-Ca®* juega un papel importante en la
prevencion de la capacitacion prematura de los espermatozoides, sin embargo la
inhibicion de los intercambiadores de Na*/Ca®* por un péptido de plasma seminal de
10 kDa (caltrina) previene los aumentos de Ca®* por los espermatozoides de bovino
en eyaculados frescos (Rufo et al, 1984; Rufo et al., 1982). La PKC vy el voltaje
dependiente de los canales de Ca®" parecen estar involucradeos en los incrementos

de Ca* (Cordoba et al., 1997), a este respecto la despolarizacion del potencial de la



membrana plasmatica es un prerrequisito para que la zona pelucida desencadene la

reaccion acrosomal (Zeng et al., 1995; Arnoult et al., 1996).

4.3.- Glicocalix

El glicocalix podria ser importante en la comunicacion intercelular de los gametos,
porque forma parte de la capa extracelular de la superficie del espermatozoide.
Ademas de esto, la polarizacion natural del glicocélix podria ser relevante para la
organizacion de las moléculas de la membrana plasmatica por las cadenas de
carbohidratos, que esta en contacto directo con la membrana plasmatica del
espermatozoide via las proteinas integrales de la membrana y los glicolipidos.

El glicocélix se altera durante la capacitacion cémo se muestra por los estudios de
uniones a lectinas (Yanagimachi, 1994). La redistribucion de glicolipidos durante la
capacitacién se ha mostrado como la liberacion de factores descapacitantes durante
la capacitacion (Adeoya-Osiguwa y Fraser, 1996; Fraser, 1998) y otros factores que
se unen a la membrana plasmatica (Topfer-Petersen et al., 1998). Se ha establecido
que la eliminacion de factores descapacitantes inducen la activacion de tirosincinasa
en proteinas transmembranales (Yanagimachi, 1994). La interaccion de estas
proteinas transmembranales con la ZP conduce a la agregacion de mas proteinas
transmembranales y subsecuentemente incrementen la actividad de tirosina. La
eliminacion de componentes superficiales, dejan al descubierto los receptores para
progesterona en la membrana plasmatica del espermatozoide, de acuerdo a esto se
ha demostrado que en espermatozoides de cola de epididimo de perros, mas del 90
% tienen afinidad por la progesterona, mientras que los espermatozoides de
eyaculados no la tienen debido a que algunos factores que se agregan a la

membrana se secretan en la prostata (Sinvaidyapong et al, 1999). Los
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espermatozoides que exponen receptores funcionales a progesterona son los que
intcian la reaccion acrosomal cuando se estimulan con esta (Sirivaidyapong et al.,

1999; Cheng et al., 1998).

4.4.- Fluidez y permeabilidad membranal.

La composicion de los fosfolipidos y su relacion con el colesterol regulan la fluidez y
permeabilidad iénica de las membrana biologicas 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 eliminacion de colesterol de la
membrana plasmatica y que la pérdida de lipidos membranales durante este evento
parece ser un fendmenc reversible asociado con la presencia de proteinas
aceptoras de esteroles en el medio de incubacion (Yanagimachi, 1994; Cross, 1998}.
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 y 30% en la fraccién de la cabeza. La
adiccion de liguido folicular © suero sanguineo a este medio, sin embargo produce la
eliminacion del 40-50% del colesterol membranal, el cual es atrapado por las
lipoproteinas y albumina presente en estas secreciones {Cross, 1998).

Las alteraciones fisicas y/o quimicas de la bicapa de lipidos membranales durante la
capacitacion parece tener como resuftado adicional la induccion de redistribucion en

las proteinas intrinsecas (Yanagimachi, 1994; Cross, 1998).
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4.5. Movilidad.

En diferentes especies de mamiferos se han identificado cambios caracteristicos en
la movilidad espermatica asociados con la etapa final de la capacitacion y el disparo
de la reaccion acrosomal, tanto in vivo como in vitro: estos cambios en el patrén de
movilidad se conocen genericamente con el término de “hiperactivacion™. Proceso
descnto por primera vez en el hamster y evidenciado en numerosas especies. Tras
la capacitacion y antes de comenzar la reaccidn acrosomal, los espermatozoides
adquieren un movimiento muy vigoroso, conocido con el término en inglés de
“Whiptash Motility” (Movilidad tipo latigo), caracterizado por un gran aumento en la
frecuencia y en la amplitud de movimientos del flagelo, o que e proporciona un gran
empuje para la penetracion a través de la zona pelucida (Gafo, et al.,, 1994). La
importancia funcional de la hiperactivacién puede incluir la regulacion del transporte
espermatico 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 pelucida en el
ovocito. 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 de la trompa de falopio, asi como
durante la interaccion de los gametos y los eventos previos a la fusion de los
mismos. El primer cambio en el patrén de movilidad que se observa in vifro después

de la eyaculacion, coincide con la eliminacion del plasma seminal.



5.- Reaccion Acrosomal.

En condiciones in vivo, la reaccion acrosomal, se inicia inmediatamente después de
la union primaria del espermatozoide a la ZP del ovocito (Wassarman, 1992). La
membrana plasmatica apical de la cabeza del espermatozoide se fusiona con la
membrana acrosomal externa en multiplas sitios, lo que desencadena la liberacion
de! contenido acrosomal (Esquema 3) (Saling et al., 1879). Durante la reaccion
acrosomal, las enzimas hidroliticas son secretadas para hidrolizar y disolver la matriz
de la ZP de manera local en la direccion inmediata de la penetracion del
espermatozoide, lo cual finalmente asegura la entrada del espermatozoide al
espacio perivitelino (Llanos et al., 1993). Diversos estudios apoyan la evidencia de
que la reaccion acrosomal es un indicador claro de que ya se ha realizado la
capacitacion espermatica (Frits et al.,, 2000). Los espermatozoides capacitados
tienen una membrana plasmatica desestabilizada y por ello son sensibles a
pequenos cambios ambientales cuando se comparan con los no capacitados
(Gadella y Harrison, 2000). Por ello, la adicion de Ca® y de A23187 inducen de
manera efectiva la fusién de la membrana plasmatica y la acrosomal externa,
mientras que en los no capacitados con una membrana mas rigida no se induce la
fusicn membranal bajc las mismas condiciones (Cheng et al., 1996). La
desestabilizacion de {a membrana plasmatica de los espermatozoides capacitados,
los hace también mas vulnerables a ligeros cambios en la temperatura (un ligero
enfriamiento de 38.5 a 30°C) induce reaccion acroscmal espontanea, pero estoc no

ocurre en espermatozoides que no han sido capacitados (Gadella y Harrison, 2000).
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Esquema 3

PROCESO DE REACCION ACROSOMAL
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Cuando un espermatozoide capacitado entra en contacto con la ZP, se desencadena la
reaccién acrosomal, la cual consiste en la fusion de la membrana plasmatica con la
membrana acrosomal externa, seguida de la formacion de orificios, posteriormente se
forman vesiculas y la salida de Ias enzimas del acrosoma permitiendo la penetracion del
espermatozoide al espacio perivitelino y se inclina de tal forma que la region ecuatonal entra
en contacto con la membrana pfasmatica del ovocito y se presenta la fusion entre gametos
{modificado de: Frits et al., 2000).

5.1.- Union espermatozoide con la zona pelucida.

La unién de espermatozoides a la zona pelucida (ZP) es el primer paso para la
fertilizacidn y es especie especifica para ambos gametos. La union del
espermatozoide con la zona pelacida ocurre en sitios especificos relacionados con
los constituyentes proteicos de la ZP.

La reaccion acrosomal no debe ocurnr antes de la union con la ZP debido a que la
magquinaria 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 ocurrié la liberacién de enzimas y no podran

penetrar la zona pelucida. Ademas los cambios membranales que acompanan a la

reaccion acrosomal son indispensables para la fusidon entre los gametos. Asi pues,



los espermatozoides que alcanzan el espacio perivitelino son siempre reaccionados
y capaces de fusionarse con el ovocito {Toshimori, 1982}.

La nomenclatura de las proteinas de la ZP varia entre las diferentes especies de
mamiferos. Harris et al., en 1994, después de hacer un estudio con varias especies
propuso hacer una division de las proteinas y nombrarlas con la siguiente
nomenclatura: ZPA, ZPB y ZPC basada en las vanaciones de secuencia y sus
homologias.

En la caraclerizacion de las proteinas de ZP, ademas de la secuencia de
aminoacidos, se ha considerado su combinacién con carbohidratos  (Bleil y
Wasarman, 1980; Nakano et al., 1996). Se ha demostrado que la eliminacion
enzimatica o digestién parcial de las glicoproteinas para liberar los carbohidratos
unidos tanto en uniones N- como O-glicosidicas disminuyen © suprimen la union
espermatozoide-ZP (Ozgur et al., 1998). En experimentos con espermatozoides de
humano, se ha demostrado que anti-ZPA podria inhibir la union espermatozoide-ZP,
mientras que anti-ZPC no inhibe la union de espermatozoide-ZP (Sirivaidyapong et
al., 1999). En espermatozoides de cerdo, ZPB y ZPC parecen estar involucradas en
la unidon espermatica a la ZP (Yurewicz et al., 1998) y en conejo, ZPB es el receptor
primaric del espermatozoide (Prasad et al., 1996). Un grupo de investigadores ha
propuesto que la estructura completa de la ZP es necesana para la optima unién del

espermatozoide (Flesch et al., 1999).

El reconocimiento y la fijacién del espermatozoide a la ZP puede ser subdividida en
dos fases:
1.-La union primaria, en donde la region acrosomal de la membrana plasmatica

de la cabeza del espermatozoide se une a la ZP por medio de proteinas



especificas localizadas en la zona apical (Yanagimachi, 1994). Es importante
mencionar que los receptores para la ZP son modificados durante la capacitacion
espermatica, incrementandose dramaticamente la afinidad de unidén del
espermatozoide a la ZP (Yanagimachi, 1994; Harkeman et al., 1998). Finalmente
esta unién desencadena la produccion de la reaccion acrosomal.
2.- La unién secundaria se presenta cuando los espermatozoides reaccionados
exponen un grupo de proteinas intra-acrosomales con una alta afinidad por la ZP.
La exocitosis del contenido acrosomal ayuda al espermatozoide a penetrar a
traves de la zona pelucida
La union espermatozoides-ZP resulta de manera casi instantanea en la reaccion
acrosomal (Fazeli et al, 1997). La cascada de senales celulares no esta
completamente clara, se considera que las proteinas integrales de la membrana
plasmatica estan involucradas mediante sus dominios extracelulares, en la unién con
la ZP y sus dominios citosdlicos funcionales como un sitio para la activacion o
transduccion de senales (Brewis y Wong, 1999). Mas de una entidad puede estar
involucrada en esta unidon, como esta demostrado en resultados obtenidos en
ratones”"Knockout” carentes de 31, 4-galactociltransferasa (Shur, 1999).
Aunque se ha postulado la existencia de varios receptores para la ZP en el
espermatozoide (Snell y White, 1996) solamente dos receptores han sido
ampliamente estudiados, ambos localizados en el dominio apical de la membrana
plasmatica: a).- Una proteina de 95 KDa inicialmente descrita en el raton, pero ya
demostrada en varias especies de mamiferos {Leyton y Saling, 1989; Pukazhenthi et
al., 1998). La union del espermatozoide a la ZP induce la fosforilacion de un residuo

de tirosina (Leyton y Saling, 1989; Brewis et al., 1998; Naz, et al., 1996) de la
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proteina p95, proceso que se asume esta involucrado en la iniciacion de la reaccion
acrosomal (Leyton et al., 1992).

Las células espermaticas de ratones deficientes en 1, 4-galactosiltransferasa son
capaces de fecundar (Lu y Shur, 1999) con una eficiencia extraordinariamente
reducida,. Esto se debe a que estas células poseen mucho menor afinidad por ZPC
y no experimentan faciimente la reaccion acrosomal, comparado con celulas de
animales normales (Lu y Shur, 1997).

Proteinas pequenas asociadas a espermatozoides, como las adhesinas del
espematozoide del cerdo, probablemente contribuyen a afirmar la union del
espermatozoide con la zona pelucida (Topfer-Petersen, 1998), aunque la
participacion directa de estas proteinas en la adhesion a la ZP al espermatozoide,
durante la fecundacion, aun no se ha confirmado. De hecho se ha demostrado, que
estos componentes estrechamente unidos, son liberados de la superficie del
espermatozoide durante la interaccién con las células epiteliales del oviducto
(Suarez, 1987). A partir de los estudios realizados en cultivos primarios de células de
oviducto, se demostro que los espermatozoides se unen al oviducto por un periodo
largo de tiempo. Las células liberadas estaban capacitadas y mostraron gran

afinidad por ta ZP.

Las proteinas intra acrosomales comienzan a exponerse después de la reaccion
acrosomai y participan en una unién mas firme del espermatozoide con la ZP (unién
secundaria a ZP) (MclLeskey et al., 1998), La ZPA puede ser el modelo de union
secundaria en la ZP (Bleil y Wassarman, 1988). Varias proteinas se han identificado
como proteinas de unidén secundaria a la ZP: PH-20 (Hunnicutt et al., 1996; Lin et al.,

1993), sp38 (Mori et al.,, 1994, Sabeur et al., 1997), acrosina y P-selectina
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(OCehninger, et al., 1998). La acrosina y la PH-20 tienen gran afinidad por la ZP y
actividad de  hialuronidasa y proteasas, respectivamente. La wunion de
espermatozoides a la ZP puede prevenir la liberacidon de estas enzimas, mientras
tanto su actividad enzimatica es utilizada para digerir la matriz de la ZP seguida por
la unién a un nuevo sustrato, 10 que finalmente asegura gue el espermatozoide cruce

la ZP (Wassarman y Litscher, 1995).

5.2.- Agregacion de receptores.

La proteina ZPC soluble induce la reaccién acrosomal en espermatozoides de varias
especies de mamiferos (Bleil y Wassarman, 1983). Esta interaccion es
probablemente inducida por la agregacion de receptores para la proteina de la ZP en
el dominio acrosomal de la membrana del espermatozoide, lo cual es mediado por la
unidén inicial, primaria de la ZPC.

La agregacion de receptores es comun en la transduccion de senales. La hormona
del crecimiento se une por un instante a sus dos receptores, e induce la dimerizacion
de estos receptores. Lo que resulta en la activacidon de una tirosina cinasa vy la
subsecuente fosforilacién de las tirosinas del receptor, en seguida una variedad de
moléculas de senalizacion son reclutadas y/o activadas (Argetsinger y Cater-Su,
1996).

Las proteinas G también se han implicado en la transduccion de senales por
dimerizacion de receptores (Gouldson et al., 1998). Existen varios modelos de las
vias de senalizacion, incluyendo los receptores acoplados a proteinas G, los cuales
podrian jugar un importante papel en la reaccion acrosomal inducida por ZP

(Bastiaan et al., 1999).
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5.3.- Cambios membranales durante la reaccion acrosomal

5.3.1.-Fosforilacidon de proteinas

La fosforilacion de tirosinas, no solamente se ha implicado en la capacitacion, sino
también en la reaccion acrosomal: la fosforilacion de la tirosina p95 se aumenta
después de la union con ZPC (Leyton y Saling, 1989), lo cual es debido a la
autofosforilacion inducida por ZPC mediada por la agregacion de p95. Los
inhibidores de la tirosina cinasa bloquean y la reaccion acrosomal inducida por ZP
(Leyton et al., 1992). La union de la ZPC a p95 tambien estimula la fosforilacion de
PLCy en espermatozoides de raton capacitados y este efecto se evita en presencia
de inhibidores de tirosina cinasa (Tomes et al., 1996). La capacitacion espermatica
resulta en ta translocacion de PLCy lo cual se cree es resultado de la fosforilacion de
tirosinas {Tomes et al., 1996). La reaccion acrosomal inducida por la ZP puede ser
bloqueada por los inhibidores de tirosina cinasas, pero no se afecta la movilidad ni la
reaccion acrosomal inducida por ionoforo de calcio, por lo tanto la capacitacion,
tampoco se afecta (Pukazhenthi et al., 1998). Brewis et al., (1998}, demostré que la
ZP recombinante humana, induce reaccidén acrosomal en espermatozoides humanos
capacitados y esto coincidié con un aumento en la fosforilacion de tirosinas de una
proteina de 95 KDa. La progesterona tambien es capaz de inducir reaccion
acrosomal, e induce entrada de Ca®’ al espermatozoide. La inhibicién de tirosino
cinasas reduce la entrada de Ca®" inducida por progesterona (Bonaccorsi et al.,
1998)

Otras protein-cinasas pueden estar involucradas en la induccién de la reaccion
acrosomal. La estaurosporina, un inhibidor de la PKC, blogquea la reaccion
acrosomal inducida por la ZP en espermatozoides humanos y de otros mamiferos,

pero no afecta su movilidad (Liu y Baker, 1997; Breitbart et al.,, 1992; Lax et al,,



1994). La reaccion acrosomal de espermatozoides humanos, inducida por PAF es
afectada por los inhibidores de PKC, PTK y PKA (Sengoku et al, 1996).
Posiblemente debido a que existe un entre cruzamiento en la sefnalizacion de estas
tres cinasas. De hecho, el entre cruzamiento en la sefalizacion de PKA y PKC se ha
propuesto como inductor de la reaccion acrosomal en el espermatozoide humano

{Doherty et al., 1995).

5.3.2.- Proteinas G

Las proteinas G participan en la senalizacidn, virtualmente de todas las células del
mamifero (Wess, 1997), y muy probablemente estén involucradas en la reaccién
acrosomal. Los espermatozoides del mamifero poseen un sub grupo de proteinas G,
distribuidas sobre diferentes regiones que incluyen el segmento ecuatorial y el
acrosoma (Garty et al 1988; Merlet et al., 1999). La reaccion acrosomal inducida por
ZP puede inhibirse por la toxina pertussis (inhibidor de las proteinas Gi) sin afectar la
union con la ZP {Wilde et al., 1992). Las proteinas Gi son directamente activadas por
la ZPC (Cordoba et al., 1997). De hecho, la estimulacién no fisiolégica de las
proteinas G con GTPyS, GppNHp, mastoparan y AlF-4 tambien inducen reaccion
acrosomal (Brandelli, 1997). La ZP induce la agregacion de [j1,4-
galactosiltransferasa y se ha sugerido que esto activa a las proteinas G en el

espermatozoide de raton (Gong et al., 1995). La activacion de las proteinas G por la

union de la ZP se sabe aumenta la actividad de AC (Leclerc y Kopf, 1999). Ademas, -= -

la union con ZPC induce la alcalinizacion via proteina G; y canal de cationes poco '«

selectivo (insensible a la toxina perlussis) (Arnoult et al.,(1996). Los efectos
concernientes a la despolarizacion y alcalinizacion aparentemente abren los canales

de Ca®" sensibles a voltaje tipo T (Arnoult et al., 1996).
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5.3.3.- Canales ionicos

La reaccion acrosomal es una serie de eventos en los que se requieren altas
concentraciones de Ca’" citosélico (intervalos de mM), para que se puedan fusionar
las membranas. En los espermatozoides capacitados, las concentraciones
citosdlicas de Ca*" son considerablemente bajos (UM) y como se ha mencionado
antes, los espermatozoides no poseen una reserva de Ca”" que puedan movilizar.
Sin embargo el Ca®* extracelular cruza la membrana plasmatica antes del inicio de la
reaccion acrosomal. La union del espermatozoide a la ZP se acompana de una
entrada significativa de Ca®" (Bailey y Storey, 1994; Brewis et al., 1996). Los canales
de Ca”" activados por voltaje bajo estan completamente activos después de la
interaccion con la ZP, lo que conduce la entrada de Ca®* necesario para la RA. La
union de ZPC al espermatozoide induce despotlarizacion de la membrana desde
aproximadamente —-60 mV a -25 y —20 mV, Via un canal cationico poco selectivo y
una alcalinizacion dependiente de proteina G;, lo cual resulta en la apertura de
canales de Ca®’ dependiente de voltaje (Arnoult et al., 1996). Sin embargo la
apertura dependiente de Gi, de los canales de Ca? dependientes de voltaje, se ha
observado es independiente de alcalinizacion (Linares-Hernandez et al., 1998). La
apertura de los canales dependientes de voltaje tipo T se cree son responsables de
la entrada de Ca®’, necesaria para la reacciéon acrosomal. Otros tipos de canales de
Ca®" dependientes de voltaje (subunidades) estan presentes en el espermatozoide,
en lugares especificos (Westenbroek y Babcock, 1999), sin embargo, no se les
conoce una funcion especifica en la reaccion acrosomal {(Publicover y Barratt, 1999).
Se ha demostrado que la via por la cual en vanas especies la progesterona induce

reaccion acrosomal es el incremento en las concentraciones de Ca®’ intracelular.
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Posiblemente, esta hormona activa directamente los canales de calcio (Foresta et
al., 1993) o indirectamente via canales de Ca®" dependientes de volitaje.

Los canales de sodio, pueden también estar involucrados en la induccidn de la
reaccion acrosomal, ya que el amilorido, un inhibidor de los canales de sodio, inhibe
la reaccion acrosomal y el iondforo de monensina aumenta la reaccidn acrosomal

(Llanos, 1994).

5.4.- Induccion de la reaccion acrosomal

Los espermatozoides, como otras celulas de mamiferos (Meyer et al., 1998), poseen
receptores membranales para progesterona (receptor de progesterona no genomico)
(Blackmore y Lattanzio, 1991, Sebeur et al., 1996). Estos receptores difieren
considerablemente de los genomicos localizados en el citosol de las células
somaticas (Kumar y Thompson, 1999). El receptor membranal espermético, posee
baja afinidad por la progesterona, cuando se compara con el genomico (UM y pM,
respectivamente) (Sebeur et al.,, 1996). Sin embargo, el liquido folicular contiene
gran cantidad de progesterona (aprox. 6 png/mi en liquido folicular contra 10 ng/ml en
el suero (Libersky y Boatman, 1995), este liquido es liberado durante la ovulacion,
por lo tanto la ZP puede estar impregnada con altos niveles de progesterona.

La concentracion fisiologica calculada de progesterona que podria rodear al
espermatozoide en el oviducto, justo en el momento de la ovulacidn es de 0.3 ug/ml.
Esta dosis de progesterona, in vitro, es capaz de inducir reaccion acrosomal en
varias especies de mamiferos (Osman et al., 1989; Melendrez et al., 1994; Baldi et
al., 1991). Las sefales de transduccion involucradas en la entrada de Ca?* por

progesterona son inciertas. La unién de progesterona y la estimulaciéon de un

receptor para el acido -aminobutirico (GABA)/canal de CI” ha sido estudiado en el
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cerebro (Majewska et al., 1986). La idea de que la progesterona actua via receptor
GABA,/canal ClI' es apoyada por el descubrimiento de que GABA se une a los
espermatozoides humanos y por el hecho de que la progesterona tambiéen estimula

la entrada de CI (Meizel y Turner, 1996) y ademas porque este efecto de la

progesterona fue bloqueado por antagonistas del receptor GABAas/canal Ci

(Melendrez y Meizel, 1995; Roldan et al., 1994). La activacion del receptor GABAa
por progesterona resulta en un aumento de la actividad de la fosfolipasa C (PLC) y
en el aumento en la produccién de diasilgliserol (DAG) en el espermatozoide. La
entrada de Cloro esta involucrada en la despolarizacion de la membrana y la
subsecuente entrada de Ca®" a través de los canales de Ca®" dependientes de
voltaje (Espinosa et al., 1998).

Se ha reportado que la reaccion acrosomal mediada por progesterona puede ser
bloqueada por inhibidores de tirosinas cinasas, lo cual sugiere que la fosforilacion
de tirosinas puede ser una via de accion de esta hormona (Bonaccorsi et al., 1995).
Esto sugiere, que la progesterona actua via fosforilacion de tirosinas. Los inhibidores
de tirosinas cinasas no solo bloquean los efectos de la progesterona, sinoc también la
capacitacion, la cual fisiologicamente se ha completado antes de que los
espermatozoides sean sensibles a la progestercna (Baldi et al., 1995).

La progesterona exhibe dos sitios de unidén en la membrana del espermatozoide
(Baldi et al., 1999). El aislamiento e identificacion de los receptores de la membrana

plasmatica para progesterona falta por realizarse.



V.- Planteamiento del problema

El espermatozoide del mamifero es capaz de fertilizar exitosamente al dvulo solo
después de haber experimentado la maduracion epididimaria, la capacitacion y la
reaccion acrosomal. Durante la capacitacion se presentan una serie de cambios
entre los gque destacan, la reorganizacidn de proteinas, carbohidratos, y lipidos;
cambios en el metabolismo de lipidos y salida de colesterol de la membrana
plasmatica, aumento en la permeabilidad de la membrana e hipermovilidad. Una vez
concluido este proceso, ocurre la reaccion acrosomal, fa cual es un evento
irreversible de exocitosis que se inicia fisioldgicamente cuando el espermatozoide
capacitado entra en contacto con la zona pelicida, esto provoca en el
espermatozoide, la fusidon entre la membrana plasmatica y la acrosomal externa,
seguida de la formacion de vesiculas y la consecuente liberacion de enzimas
acrosomales que facilitan la penetracion del espermatozoide a través de la zona
pelucida.

Aungue se dispone de importantes avances en el conocimiento de la capacitacion y
de la reaccién acrosomal, aun falta precision en algunos pasos de estos procesos,
especialmente sobre aquellos que tienen gue ver con los cambios que deben ocurrir
en la conformacion de las membranas espermaticas para ocasionar la fusion entre
ellas y la liberacion de enzimas acrosomales. Estudios muy recientes (Gadella y
Harrison, 2000; Gadella, 2002) sugieren gue existe un cambio en ia arquitectura de
los fosfolipidos de la membrana en espermatozoides capacitados.

En experimentos realizados con fantasmas de eritrocitos se ha demostrado que un
paso fundamental para la formacion de vesiculas membranales es la pérdida de la

asimetria fosfolipidica de la membrana plasmatica. La traslocacion de
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fosfatidilserina, de la cara interna a la externa, le confiere a las membranas
propiedades de fusion, por ende, la presencia de este fosfolipido en la cara externa
de la membrana es considerado parte esencial del mecanismo por el cual la pérdida
de la asimetria fosfolipidica de la membrana le confiere a ésta propiedades
fusogénicas.

Partiendo de estos conocimientos en el presente estudio nos propusimos investigar
si la membrana plasmatica del espermatozoide experimenta pérdida en la asimetria
de sus fosfolipidos durante los procesos de capacitacion y de reaccion acrosomal.
Para ello se trabajo con espermatozoides de cola de epididimo de conegjo. Se
estudid por citometria de flujo la fijacion especifica de la Anexina (unida a un
marcador fluorescente, Anexina V-FITC) a la fosfatidil-serina expuesta en la cara
externa de la membrana plasmatica de la cabeza de los espermatozoides en
diferentes momentos de la capacitacion y durante la reaccién acrosomal inducida en
forma experimental con A23187 y Progesterona.

El aumento en la concentracion de fosfatidilserina en la cara externa de la
membrana a traves de su unién especifica con la Anexina (Stuart et al.,1998)
constituye una excelente demostracion experimental de los cambios en la simetria
de la membrana que acompanan a la capacitacion y a la reaccion acrosomal.
Considerando, ademas, que la membrana plasmatica del espermatozoide tiene una
organizacion heterogénea, basada en dominios, se determind que, si esta pérdida
de la simetria era demostrada en los estudios de citometria de flujo, se precisaria la
distribuciéon topologica diferencial de la Anexina fijlada a regiones precisas de la
estructura anatémica de la cabeza del espermatozoide, recurriendo para ello a las

ventajas que proporciona la utilizacion de ta microscopia confocal.



En todos los experimentos se recurrié al uso def ioduro de propidic para descartar la
presencia de espermatozoides no viables o bien, que ya hayan sulrido la reaccion

acrosomal.




V1.- Hipotesis
Los procesos de capacitacion y de reaccidn acrosomal provocados
experimentalmente en el espermatozoide de conejo, comprenden una peérdida

importante en la asimetria de los fosfolipidos de la membrana plasmatica

VII.- Objetivo general.
Estudiar la ocurrencia de cambios en la asimetria fosfolipidica, de Ia
membrana plasmatica de espermatozoides de conejo durante los procesos de

capacitacion y reaccion acrosomal inducidos in vitro.

VIll.- Objetivos particulares

Detectar la ocurrencia y temporalidad de la pérdida de la asimetria de la membrana
plasmatica del espermatozoide de conejo durante la capacitacion y la reaccion

acrosomal.

Conocer la distribucién topologica de la asimetria fosfolipidica de la membrana
plasmatica de la cabeza del espermatozoide de conejo durante la capacitacion y la

reaccion acrosomal.
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IX.- Material y métodos

Reactivos: Clorotetraciclina (CTC), Azul Brillante de Coomassie G-250 (CBB),
HEPES (N-(2-hidroxi-etil) piperazin-N'-(2- acido etanosulfonico), piruvato de sodio,
Tris (tris-(hidroxi-metil) aminometano), lactato de sodio, D-(+) glucosa, percaoll,
albumina de suero bovina (libre de acidos grasos) asi como otras sales, las cuales
fueron de la marca Sigma Chemical Co (St. Louis, Missouri, USA); iondforo de calcio
A23187 (Boheringer-Mannheim, Germany). Todos los demas reactivos fueron de
grado analitico. La solucion stock de Progesterona y A23187 fueron preparadas en
dimetilsulfoxide (DMSQ), su almacenamiento y uso fue como lo indica Roldan et al.,
(1994) y por Kéhn et al., (1997), respectivamente. La concentracion final de DMSO
es de 0.1 %, y el procesamiento de las muestras controles sin A23187 ni
progesterona, contenian la concentracion apropiada de DMSO.

Se utilizaron conejos machos Nueva Zelanda Blancos, sexualmente maduros, con
ferlilidad probada. Se usaron animales de entre 12 a 24 meses con un peso corporal
de entre 3 y 4 Kg. Los animales permanecieron en el bioterio, disponiendo de
alimento y agua ad fibitum, temperatura controlada de 18°C y ciclos de luz oscuridad

de 12 x 12 horas.

Obtencion de muestras

Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical, después los testiculos fueron
disecados, se ligaron las venas y el conducto del epididimo con hilo de algodon y se
procedio a perfundir el paquete vascular con 5 ml de Solucion Salina Fisiologica
NaCl 0.9 M, pH 7.4 a 37°C, con el propésito de evitar la contaminacién de las
muestras con sangre. Posteriormente se separaron los epididimos de los testiculos y

se disecaron las caudas. Los espermatozoides de esta region se obtuvieron por
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perfusién, intreduciendo una céanula por el conducto deferente y dejando correr 3 ml
de medio A. La suspension de espermatozoides se paso a través de un gradiente de
Percoll discontinuo (95-75% diluido en medio Brackett modificado sin Ca®* (medio A)
(30 mM HEPES, 5 mM KCI, 100 mM NacCl, 21 mM lactato de sodio, 2.5 mM piruvato
de sodio, ajustado a un pH 7.6) (Suarez et al., 1986), centrifugandolos a 900 x g por
20 min. Posteriormente los espermatozoides fueron recuperados de la interfase del

gradiente y lavados por centrifugacion en medio A, a 500 x g por 5 min.

Procesamiento de las muestras

Se eliminaron las muestras contaminadas con sangre asi como las que no
mostraron un porcentaje de viabilidad apropiado menor al 80% (Belsey et al., 1980),
de manera que sélo se usaron las muestras con movimientos progresivos calificados

como buenos y excelentes.

En principio, el porcentaje de espermatozoides vivos se obtuvo usando la técnica de
tincion supravital Eosina-Nigrosina (Swanson, et al.,, 1951}, con esta tincion los
espermatozoides muerios adquieren una coloracion roja mientras que los vivos no
se tinen. Posteriormente se verificd la viabilidad por citcmetria de flujo haciendo uso
de un fluorocromo (ioduro de propidio). En este estudio so6lo se consideraron las
muestras con un porcentaje de espermatozoides vivos superior al 80% y una buena

movilidad la cual se calificé por observacion directa al microscopio.

Capacitacion
Para la induccion de la capacitacion de los espermatozoides ya seleccionados vy

lavados se resuspendieron en el Medio Brackett modificado {medio capacitante A)
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(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 CaCl,, glucosa, 1 mg/ml de albumina de suero bovino,
ajustado a un pH 7.8), a una concentracion final de 2.5 x10” espermatozoides/ml (La
concentracién espermatica se calculd contando los espermatozoides en un
hemocitometro (camara de Neubauer). Las suspensiones espermaticas se realizaron
en lubos conicos de polipropileno, se incubaron en una atmoésfera de 5% CO,/ 95%
aire durante 6 h a 37°C con agitacion constante. Cada 2 horas se tomo6 una muestra
de 20 ul para realizar el estudio citométrico. A las 6 horas de incubacion, se tomaron
dos alicuotas de 25 pul para medir el porcentaje de espermatozoides vivos por el
método de eosina/nigrosina y en olra alicuotas de 25 pl se cuantificd el porcentaje
de espermatozoides capacitados, mediante la tincion de clorotetraciclina (CTC)
(Green et al., 1994). La fluorescencia de la clorotetraciclina unida al espermatozoide
de conejo y el porcentaje de espermalozoides capacitados en diferentes tiempos
fueron similares a los previamente reportados por oftros investigadores (Garcia-
Macedo el al, 2001). Los espermalozoides capacitados fluorescieron

particularmente en la region acrosomal anlerior.

Reaccién acrosomal.

Después de las 6 horas de capacitacion se tomaron lres alicuotas d.g‘B‘OO ul cada
una. Una se trato con ionoforo de calcio A-23187 (Sigma) 10 uMﬁnaIcon 0.1% de
concentracion final, otra con Progesterona (Sigma) (3.18 -gtM.};:‘ohéénlracién final en
DMSO 0.1%) (Sabeur K et al., 1996) y |a tercera alicﬁt-}!té_.ftlé. Llsada como control por
lo cual no se le adicioné ningun inductor. Las rh-u’eétras se incubaron durante 5, 15,
30 y 45 min y para cada tiempo se tomaron alicuotas de 20 ul para el analisis

citometrico. Para verificar la reaccidén acrosomal en los espermatozoides incubados



en las condiciones mencionadas, en una de cada cinco muestras con 45 min de
incubacién post-tratamiento, se realizé la tincién de azul brillante de Coomassie
(CBB) (Garcia-Macedo et al., 2001; Miller et al., 1993). La tincion azul de la region
del acrosoma indica espermatozoides intactos o no reaccionados. Cuando se
observa una disminucion importante en la regién acrosomal, los espermatozoides se

consideraron reaccionados.

Estudio citométrico.

Los cambios inducidos en la asimetria de la membrana plasmatica durante la
capacttacion y la reaccion acrosomal fueron evaluados por citometria de flujo,
haciendo uso de un estuche comercial de Anexina-V {Anexina-V Fluos, Boheringer
Mannheim numero de catalogo 1828681) conjugado con isotiocianato de
fluorosceina (FITC). Esta proteina sirve para detectar la translocacion de
fosfatidilserina de la lamina interior a la exterior de la membrana plasmatica. Se
hicieron ligeras modificaciones en el procedimientc recomendado. Se tomd una
alicuota de 20 pl (150,000 células) de la muestra y se le adiciond 1 pl de IP (50
Lg/ml), para valorar la viabilidad de los espermatozoides, para detectar la exposicion
de fosfatidilserina en el espermatozoide se adiciono a cada muestra 20 pl de
Anexina-V (10 pg/ml) en buffer de unién (10 mM Hepes/NaOH, pH 7.4 140 mM
NaCl, 5 mM CacCl;). Las muestras se incubaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente en condiciones de oscuridad, posteriormente las muestras se analizaron
en un clitometro de fiujo FACSort (Becton Dickinson System, San José, CA). El valor

de FSC-H fue de 44 y el de FSC EOQO.

La intensidad de fluorescencia emitida a 530 nm (FL1, correspondiente a Anexina V)

y a 610 nm (FL2, correspondiente a IP) fue medida en 10 000 espermatozoides



41

(Alonso-Pozos et al., 2003) y analizada con el programa Lysys Il. Los datos de
fluorescencia de las células se obtuvieron en una grafica en la que se registré la FL2
logaritmica en el eje de las *y" y la FL1 en el de las “x". De esta manera se formaron
4 cuadrantes en la grafica: inferior izquierdo (negativo para ambas fluorescencias);
inferior derecho (positivo a FL1, negativo a FL2); superior izquierdo (negativo a FLA1,
positivo a FL2) y en el cuadrante superior derecho (positivas a FL1 y FL2). Las
células que resultaron positivas a FL 2 fueron eliminadas del experimento.

Posteriormente se obtuvieron histogramas para representar la intensidad de la

fluorescencia 1 (FL1) de todas las muestras.

Microscopia confocal.

Para la microscopia confocal, las muestras se marcaron con el fluorocromo de
manera similar a la seqguida para citometria de flujo, posteriormente se realizé un
frotis en un porta objetos (3 000 spz/ml), se colocé el cubre objetos y se procedid a
realizar el analisis de microscopia, para lo cual se uso un microscopic Zeiss Axiovert
100 M, usando 488 y 505 nm de excitacion y emision >560nm para detectar
Anexina-V FITC e IP respectivamente. Sélo se consideraron para los resultados las
muestras que no incorporaron IP y que fueron positivas a Anexina-V. Durante el
analisis de microscopia se seleccionaron diferentes campos y las imagenes fueron
gravadas, es preciso sefialar que en algunos espermatozoides se procedidé a hacer
un barrido para corroborar que solo tenian fluorescencia a Anexina V FITC. Las
imagenes fueron analizadas posteriormente haciendo uso de un programa de

computadora el LSM 5 Image Browser para microscopia confocal.



a2
Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico se usd el paquete Sigma Stat v2.0 (Sigma-Aldrich Co.,
San Louis, Missouri, USA). Los datos se analizaron con ANOVA de dos vias y

prueba t de Student. El valor de significancia fue p < 0.05.
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X.- Resultados.

En la figura 1 se presenta un ejemplo tipico de una grafica de puntos de los
resultados obtenidos, empleando citometria de flujo. En el eje de las abscisas se
representa la intensidad de fluorescencia emitida por la Anexina V-FITC
(Fluorescencia 1) y en el eje de las ordenadas la intensidad de fluorescencia emitida
por el IP (Fluorescencia 2). Para el analisis de los datos, la grafica de puntos se
dividié en cuatro cuadrantes. El cuadrante A se presentan los espermatozoides
negativos tanto a IP como a Anexina V-FITC (dobles negativos), el cuadrante B el
porcentaje de espermatozoides positivos unicamente a Anexina V-FITC, el
cuadrante C representa el porcentaje de células positivas unicamente a IP y por
ultimo tenemos al cuadrante D en el que se observa el porcentaje de

espermatozoides positivos tanto a IP como a Anexina V-FITC (Dobles positivos).

En todos los experimentos el porcentaje de espermatozoides registrados en los
cuadrantes A y B fue siempre superior al de los otros dos cuadrantes, tanto en
condiciones de capacitacion como en las de reaccion acrosomal (RA), de tai forma
gue los espermatozoides con fluorescencia 2 (cuadrante C y D), en ningun caso

excedio el 15% de los espermatozoides de todas las muestras.

El andlisis experimental de la fluorescencia emitida por la Anexina V-FITC unida a
espermatozoides (Fluorescencia 1), se realizé mediante histogramas (figura 2) en
los cuales, se puede observar de manera clara la existencia de tres poblaciones de

celulas con distintas intensidades de fluorescencia.



Figura 1.

FL2

100 101 102 103 104
FLA

Gréfica de puntos para analisis de los dalos obtenidos por citometria de flujo de los
espermalozoides marcados con Anexina-FITC. En el egje de las ordenadas se representa la
intensidad de fluorescencia 1 (fluorescencia emitida por el IP) y en el gje de las abscisas /a
intensidad de fluorescencia 2 (Fluorescencia emitida por la Anexina V-FITC). Para el analisis
de los datos, la grafica de puntos fue dividida en cualro cuadrantes de acuerdo a lo
mencionado en el texto.
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FIGURA 2

MEDIA

Histograma ftipico para el analisis citométrico, se presenfan tres regiones con diferentes
intensidades de fluocrescencia. L.a pnmera corresponde a aquellos espenmatozoides que no
presentaron cambios en las propiedades asimétricas de la membrana y por lo tanto no
unieron Anexina (Intensidad de fluorescencia baja < 10). Segunda intermedia (Intensidad de
fluorescencia media >10 y <100), en la que la pérdida de fa asimetria se vio incrementada y
una tercera region con la mayor intensidad de fluorescencia (Intensidad de fluorescencia alta
>100), relacionada con una alta cantidad de fosfatidilserina expuesta en los
espermatozoides.




46

La primera corresponde a aquellos espermatozoides que no presentaron cambios en
las propiedades asimétricas de la membrana y por lo tanto no unieron Anexina
(Intensidad de fluorescencia baja <10). Una poblacion con intensidad intermedia
(Intensidad de fluorescencia media 10> <100) y una tercera poblacion con la mayor
intensidad de fluorescencia (Intensidad de fluorescencia alta >100) relacionada con
una alta cantidad de fosfatidilserina expuesta en ia cara externa de la membrana de

los espermatozoides (figura 2).

Se observaron variaciones significativas en las distintas subpoblaciones en relacion
con el tiempo de capacitacion, las cuales son mas evidentes a partir de las 4 horas
de incubacion. Los principales cambios fueron: una disminucion en el porcentaje de
espermatozoides con intensidad de fluorescencia baja y un aumento significativo en
el porcentaje de espermatozoides con intensidad de fluorescencia alta
especialmente después de 4 horas de incubacion. Esto significa que existe una
importante exposicion de fosfatidilserina en la cara externa en todos los tiempos de
incubacién pero con un aumento significativo a las 4 horas de incubacion en el
medio capacitante (tabla 1, figura 3). Cabe senalar que en cuanto a la distribucion de
la fluorescencia de acuerdo a la intensidad, a las 6 horas de incubacion la poblacién
espermatica se acumuld en el canal de mayor intensidad. En cuanto a la tincién con
clorotetraciclina, se encontro que a las 6 horas de incubacién con el medio
capacitante una gran mayoria (71% #* 6) de los espermatozoides habian alcanzado

la capacitacion.
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TABLA1

Intensidad de flucrescencia de Anexina-V-FITC en espermatozoides incubados en
medio capacitante A.

Tiempo |n/|Fluorescencia Intensidades de Fluorescencia FL1

(Horas} roja (promedio +/- desviacion estandar)
(1-10) (10 -100) (>100)

0 58124 “78.4 + 3.17 120207 **10.6 +4.3°

2 5 10+3.2 *68.6 + 6.7 *16.2+21% 152 +3.2°

4 5 1131 *64.2 +6.5° **17.6 + 0.9° **18.2 + 4.0

6 5 13+4.0 *59.6+7.3° 184 +48> 2402 34°

n = numero de casos

¢ Diferentes letras indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre los
datos de la misma columna. Prueba ANOVA plus y Tukey.

x> Diferente numero de asteriscos indican diferencia estadistica significativa
(p<0.05) entre los datos del mismo renglén. Prueba t de Student.
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Analisis de citometria de flujo de Anexina V-FITC unida a espermatozoides, por

histogramas, en espermatozoides durante ef proceso de capacitacion.
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En el estudio citomeétrico durante el proceso de reaccion acrosomal, en las muestras
del grupo control solo se observd una disminucion estadisticamente significativa en
la intensidad de fluorescencia baja a partir de los 30 minutos de incubacion. En los
espermatozoides incubados en presencia de progesterona, se observa una dréastica
y estadisticamente significativa caida en el porcentaje de espermatozoides con
intensidad de fluorescencia baja, a los 15 minutos de incubacion vy
consecuentemente un aumento significativo en el porcentaje de células con mayor
intensidad. Aunque los cambios en la intensidad de fluorescencia baja en los
tiempos de 30 y 45 minutos no mostraron cambios significativos, el porcentaje de
células con la mayor intensidad de fluorescencia si aumentd significativamente con

respecto al tiempo.

Los espermatozoides incubados en presencia de A23187 presentaron, en relacion
directa con el tiempo de incubacion transcurrido, una disminucion estadisticamente
significativa en el porcentaje de espermatozoides con fluorescencia baja, no hubo
cambios significativos en el nimero de espermatozoides con intensidad media y
hubo un aumento significativo con respecto al ttempo de incubacidon en el porcentaje

de células con intensidad de fluorescencia alta.

En general se observo que en los tres tratamientos se presentd una disminucion en
el porcentaje de espermatozoides con intensidad de fluorescencia baja, sin
embargo, hubo diferencias importantes entre los tratamientos. Se encontrdé que en
los espermatozoides capacitados incubados sin ningun inductor de la reaccion
acrosomal, los cambios principales ocurren unicamente al final del periodo de
incubacién. Durante la incubacién con progesterona el cambio principal ocurre entre
los 15 y los 30 minutos, de tal forma que ya no hay cambios significativos en los
tiempos posteriores; con el ionoforo al igual que como en la progesterona, los
cambios se inician a los 15 minutos, pero contintan con la misma tendencia en los

tiempos posteriores (tabla 2 y figura 4).



TABLA 2
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Intensidad de fluorescencia de Anexina-V-FITC en espermatozoides durante la
reaccion acrosomal (so6lo los cuadrantes con baja o nula fluorescencia roja fueron
incluidos) media +/- desviacion estandar.

Inductor de RA. | Tiempo |n Intensidades de Fluorescencia verde
(min.) | (0-10) (10-100) (>100)

Sin inductor 5 5 *69.0+44° **20.2 + 3.4° **11.8 £5.9°
Sin inductor 15 5 *656+36°  *206+26° **158+4.1°
Sin inductor 30 5 *586%23° **192+19"  *222+31°
Sin inductor 45 5 *536+44°  *176+17° 298 +39°
Progesterona 5 5 *602+52*" 152442 ***3461+ 159
Progesterona 15 5 *30.0+16° *244+36° **458+4.1°
Progesterona 30 5 *26.8+5.2° *20.6 + 3.2° 556+ 6.9
Progesterona 45 5 *16.6 +54° *23.0 +6.2° 624 + 2.3
A23187 5 5 *58.6+6.4%° *244:58  *200x29°
A23187 15 5 *386+3.1° **256+45° *36.2 + 3.9
A23187 30 5 *226+69°9 *1882+7.8° **59.6 + 3.5'
A23187 45 5 *134+86° *21.0 + 8.3 **69.6 + 3.49

= nimero de casos

#8  Diferentes letras indican diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre
datos de la misma columna. Prueba ANOVA plus Tukey.

los

=****+ Diferente numero de asteriscos indican diferencia estadistica significativa
{p<0.05) entre los datos del mismo renglon. Prueba t de Student.



E! patron de intensidad de fluorescencia de espermatozoides incubados en
presencia de progesterona mostraron de forma particular una curva bifasica entre los
5 y los 15 minutos después de la incubacidn con la hormona (figura 4A), esta
caracleristica bifasica se perdi¢ a los 45 minutos de incubacion. En el caso de los
espermatozoides inducidos en presencia del iondforo nunca se observo esta

caracteristica {figura 4B ).

La evaluacidon de la reaccion acrosomal con azul de Coomasie de los
espermatozoides capacitados e inducidos a la RA con progesterona, A23187 y sin
inductor, dieron como resullados los siguientes porcentajes de espermatozoides
reaccionados: 34 + 5, 30 £ 4 y 53 £ 2 respectivamente a los 45 minutos de
incubacion (figura 5). Las diferencias entre los tres grupos solo fueron significativas

al comparar los inductores con respecto al control.

En cuanto a los resultados de microscopia confocal, en primera instancia se
escanearon todas las muestras observadas al microscopio (figura 6) y solamente
aquellas que no mostraron fluorescencia roja (linea inferior de la figura 6), se

consideraron en el analisis.
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Figura 4.

NUMERO DE EVENTOS

HUMERO DE EVENTOS

Analisis de cifometria de fluyjo de Anexina V-FITC unida a espermatozoides, por
histogramas, en espermatozoides capacilados durante la reaccién acrosomal con
progesferona {A) y con A-23187 (B). Se observan de manera fehaciente tres subpoblaciones
distinfas en intensidades de fluorescencia. La primera subpoblacion corresponde a aqueflos
espermaltozoides que no presenlaron cambios en las propiedades asimélricas de la
membrana y por lo fanto no unieron Anexina (Intensidad de fluorescencia baja < 10). Una
segunda poblacion intermedia (Intensidad de fluorescencia media >10 y <100), en la que /a
pérdida de la asimelria fue mayor, y una lercera poblacion con la mayor intensidad de
fluorescencia (Intensidad de fluorescencia alta >100), relacionada con una alta cantidad de
fosfalidilsenna expuesta en los espermatozoides.
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Figura 5

Fotografia de espermatozoides de cola de epididimo de conejo terlidos con azul de
Coomassie para la deteccion de reaccion acrosomal. La tincion azul de fa regién del
acrosoma indica espermalozoides intactos o no reaccionados (B). Cuando se observa una
disminucion importante en la coloracion en la regidn acrosomal, los espermatozoides se
consideraron reaccionados (A).
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Figura 6.

O )

Escéaner tipico de microscopia confocal con intensidad de fluorescencia roja y verde, en
espermatozoides capacitados con induccién de reaccion acrosomal con A-23187. La
intensidad de fluorescencia verde (Anexina- FITC) es indicada en la grafica con una linea
irregular, que se ve aumentada, cuando el escaner analiza la cabeza del espermaltozoide.
La fluorescencia roja (IP) se representa por una linea con niveles de intensidad consfante a
lo fargo del escaner del espermatozoide.



En condiciones de capacitacion, después de 6 horas de incubacion, la fluorescencia
{(union de Anexina-V a fosfatidilserina) se observo basicamente en la region post-
acrosomal de la cabeza de los espermatozoides (figura 7B), lo cual indica que en
esta region los cambios en la asimetria membranal son mas evidentes vy
probablemente desemperien alguna funcion en los pasos posteriores del proceso de

fertilizacion.

El caracter bifasico de la intensidad de fluorescencia en los espermatozoides con
reaccion acrosomal inducida con progesterona, puede estar relacionado con la
tincién diferencial en la cubierta acroscmal, la cual se observd por microscopia
confocal. En la figura 7C se muestran claramente dos bandas de fluorescencia de
intensidades diferentes cuando los espermatozoides fueron inducidos para la
reaccion acrosomal con progesterona. Una banda brillante en el limite ecuatorial de
la region acrosomal y una debil en todo el resto del acrosoma. Por el contrario, la
accion del ionoforo A23187 (figura 7D) sobre el espermatozoide induce fluorescencia
homogénea a través de toda la region acrosomal, y una fluorescencia pequena en la

region postacrosomal en la cabeza del espermatozoide.
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Fiqura 7

Composicion fotogréfica de espermatozoides sin capacitar (7A) capacitados (78),
reaccionados con progesterona (7C) y con A-23187 (7D). En la fotografia 7C se muestran
claramente dos bandas de fluorescencia de intensidades diferentes cuando los
espermatozoides fueron inducidos para la reaccion acrosomal con progesterona. Una banda
brillante en el limite ecuatorial de fa regidn acrosomal y una débil en todo el resto del
acrosoma. Por el contrario la accion de A23187 (figura 70) sobre el espermatozoide induce
fluorescencia homogénea a lravés de toda la regién acrosomal, y una fluorescencia
pequena en la regior postacrosomal en la cabeza del espermatozoide.
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Xl.- Discusién.

Los procesos mas importantes para que un espermatozoide adquiera la
capacidad para fertilizar exitosamente al ovocito son: maduracion epididimarna,
capacitacion y reaccion acrosomal. Fisiologicamente el primero acontece durante el
transcurso de los espermatozoides por el epididimo, mientras que los dos ultimos
ocurren después que el espermatozoide ha sido eyaculado dentro del tracto
reproductor femenino. Una vez que los espermatozoides progresan dentro del
conducto epididimario hasta llegar a la region conocida como cola de epididimo, se
consideran igualmente maduros que los eyaculados y son potencialmente fértiles.
Sin embargo los espermatozoides de epididimo no tienen componentes adquiridos
del plasma seminal que pudieran alterar su capacitacion (Yanagimachi, 1994). En un
estudio reciente (Harkema et al., 2004), se encontré6 que un mayor porcentaje de
espermatozoides obtenidos de cola de epididimo llego a la capacitacion 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), resultados que hay que tomar
cuidadosamente en cuenta al analizar nuestros resultados puesto que nuestros

experimentos se realizaron con espermatozoides de cola de epididimo.

Durante el proceso de capacitacion se han detectado cambios a nivel de la
membrana plasmatica del espermatozoide como son: eliminacion gradual o
alteracion de glicoproteinas, modificaciones en la fluidez de la membrana plasmatica

debidas a una reduccion del colesterol membranal y cambios en la distribucién y
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composicion de los fosfolipidos estructurales de la membrana (Yanagimachi, 1994
Muller et al., 1996; Nolan et al., 1995; Gadella et al., 1999). Estudios mas recientes
realizados con la adicion de fosfolipidos sintéticos a espermatozoides suspendidos
en un medio capacitante con NaHCOj; permitieron a algunos investigadores
proponer que durante la reaccion acrosomal ocurren cambios en la distribucién de
los fosfolipidos en la membrana espermatica (Gadella et al., 1999; Gadella y

Harrison, 2000 y Frits et al., 2001).

Nuestros resultados apoyan esta idea, indicando que durante el proceso de
capacitacion aumenta la concentracién de fosfatidilserina expuesta en la cara
externa de la membrana plasmatica del espermatozoide. Este cambio en la
disposicién de fosfolipidos en la superficie de la célula espermatica se continua,

haciendose mas evidente, durante el proceso de reaccion acrosomal.

Los componentes fosfolipidicos de la membrana plasmatica de los
espermatozoides, igual que en ofras células, se encuentran asimeétricamente
distribuidos. 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 y Muller et
al., 1996). Mientras que los aminofosfolipidos como fosfatiditetanolamina (PE} y
especiaimente la fosfatidilserina (PS) estan localizados en la capa lipidica interna

(Rana et al, 1993; Hinkovska et al., 1986).

La exposicion de fosfatidilserina y la consecuente perdida de la asimetria
membranal ha sido detectada en numerosos casos de células somaticas utilizando
la afinidad que tiene la Anexina-V por este fosfolipido (Koopman et al., 1994; Vermes

et al., 1995).
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La Anexina-V es un miembro de una familia de proteinas con actividad
anticoagulante vascular que presentan afinidades especificas por el calcio idnico y
por algunos fosfolipidos. Esta proteina se ha llamado de diferentes maneras:
Proteina de placenta 4 (PP4), proteina anticoagulante de placenta | (PAP I},
calfobindina | (CPB-1), proteina fijadora de fosfolipidos dependiente de calcio 33
(CaBP33), proteina vascular anticoagulante alfa (VACa), ancorina Cll, lipocortina-V,
endonexina 1l e inhibidor de la tromboplastina. Esta proteina, como ya dijimos,
presenta una alta especifidad por la fosfatidilserina cuando se encuentra en

condiciones fisiologicas de concentracion de Ca®”.

Una propiedad muy util de la Anexina V unida a un fluorocromo como el
isotiocianato de fluoresceina (Anexina V —FITC) en este tipo de estudios se deriva
del hecho de que puede unirse a un gran numero de sitios de fijacion en las
superficies celulares proporcionando una senal fluorescente de gran intensidad. El
ntimero de sitios de fijacion para la anexina V ha sido sefalado como de 6 - 24 x 10°
por célula en las células tumorales que presentan alteraciones en la distribucién de
sus fosfolipidos membranales (Sugimura et al., 1994) y de 8.8 x 10® por célula en las
células de estirpe endotelial (van Heerde et al., 1994). Los eritrocitos humanos
normales pueden tener tan poccs como 276 sitios de fijacion o tantos como 5000.
Este numero puede aumentarse notablemente cuando la fosfatidilserina, usualmente
presente sobre todo en la capa interna de la membrana plasmatica, es translocada a

la parte externa de esta misma membrana.

Aigunos estudios practicados con liposomas fabricados con fosfatidilserina
han demostrado que la estequiometria de fijacion de la Anexina V a este fosfolipido

oscila entre 4 a 8 moléculas de Anexina por cada fosfatidilserina (Pigault et al., 1994;
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Meers and Mealy, 1993). Esto también refleja la tendencia que tiene la Anexina V
para formar trimeros en el momento de su fijacion a fosfatidilserina aumentando

notablemente la intensidad de la fluorescencia producida (Sopkova et al., 1993).

La fijacion de la Anexina V a la fosfatidilserina es muy rapida y muy
dependiente de la presencia de concentraciones especificas de calcio. Este proceso
puede ser reversible por la adicion de un quelante del calcio, como el EDTA. La
ulilidad de utilizar simultaneamente las propiedades tintoriales de la Anexina V y del
ioduro de propidio ha sido repetidamente sefnalada sobre todo en los casos en que
se desea mostrar que la fijacion de la Anexina V no obedece a alteraciones en la
membrana celular que permitan su paso al interior de la célula estudiada. Por
ejemplo las celulas que experimentan el proceso de necrosis se linen

simultaneamente con la Anexina V' y con el Pl

En los resultados obtenidos en este trabajo se demuestra que en las
poblaciones de espermatozoides sometidas a condiciones capacitantes in vitro,
éstos pierden la asimetria fosfolipidica de su membrana plasmatica de manera
progresiva respecto al liempo, lo cuai se ve reflejado por el incremento en el
porcentaje de espermatozoides con intensidad de fluorescencia alta como
consecuencia de la unién a Anexina-V FITC. El mayor aumento en la inlensidad de
fluorescencia ocurrio a partir de las 4 horas de incubacidon en el medio capacitante A.
Este parece ser un cambio temprano en la capacitacion, ya que segun reportes, la
capacitacién espermatica en el conejo, usando medio Brackett, ocurre en la mayoria
de los espermtozoides a las 6 horas (Reyes et al., 1978 y Brackett 1975). Con la
lincion de clorotetraciclina realizada en este trabajo pudimos conslatar que después

de incubar los espermatozoides durante 6 horas en un medio capacilante, el
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71.5%+6.0 de los espermatozoides eran capaces de desarrollar la reaccion
acrosomal cuando eran estimulados in vitro con progesterona o con A23187, dato
que coincide con los porcentajes reportados por otros autores en condiciones

similares (Reyes et al., 1978; Brackett 1975 y Garcia Macedo, et al 2001).

Los componentes estructurales de la bicapa de la membrana plasmatica se
encuentran en equilibrio gracias a la accion de diferentes enzimas denominadas
translocasas. Se sabe que todos los fosfolipidos difunden pasivamente a través de
esta bicapa, pero que lo hacen con una extraordinaria lentitud. Cuando un fosfolipido
como fosfatidilserina o fosfatidiletanolamina cambian de posicion, éstos son
transportados activamente de la cara externa de la membrana hacia la cara interna
por la accion de las enzimas denominadas aminofosfolipido translocasas (también
llamadas flipasas), las cuales son dependientes de ATP vy Mg?" (Kuypers et al.,
1996). Las enzimas capaces de transporiar fosfolipidos de la lamina interna a la
lamina externa son denominadas “flopasas”. La inhibicion de estas enzimas bajo
condiciones experimentales o bien en los procesos fisioldgicos caracteristicos de la
capacitacion y la reaccion acrosomal favorecen la liberacion de colesterol, lo cual
aumenta considerablemente la fluidez de la membrana y facilita el movimiento
transmembranal de sus fosfolipidos. También se ha visto que el aumento en la
permeabilidad de las membranas y la entrada de calcio facilitan el desorden de los

fosfolipidos.

Durante el proceso de capacitacion bajo condiciones i vitro, algunos de los
componentes del medio capacitante pueden 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?* (Emiliozzi

y Fenichel, 1997; Osheroff et al., 1999), el bicarbonatc (Gadella y Harrison, 2000) e
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indirectamente la albumina por su capacidad de producir la liberacion del colesterol
presente en la membrana plasmatica del espermatozoide (Langlais y Roberts, 1985).
La participacion de estos componentes en la induccion de la translocacion
fosfolipidica en la membrana plasmatica ha sido demostrada frecuentemente en

otros tipos celulares.

La pérdida de la asimetria fosfolipidica es una importante evidencia de
desestabilidad membranal. Aunque se sabe que esta desestabilizacion puede
terminar con la muerie celular tambiéen en el caso del espermatozoide (Harrison,
1996), se sabe que éste es un paso esencial en el proceso de fusién de membranas
(Gadella y Harrison 2002). En el caso del espermatozoide humano, la incubacion de
estas células en presencia de bicarbonato/CO; causa un rapido cambio en la
arquitectura de su membrana plasmatica, acompanada de una desestabilizacion (de
Vries et al., 2003). Los resultados de este trabajo apoyan la participacion que tienen
algunas sustancias en la capacitacion ya que con el uso de medio Brackett, el cual
contiene todos los inductores de capacitaciéon citados por la literatura en el parrafo
anterior, se pudo observar una importante desestabilizacién en la conformacion de la
membrana reflejada por la presencia de fosfatidilserina en la cara externa de la

membrana de los espermatozoides desde las 4 horas de incubacidn.

E! Ca** juega un papel muy importante en la maduracién epididimana, en la
regulacion de la movilidad y, sobre todo, en que el espermatozoide adquiera la
capacidad ferlilizante, facilitando la capacitacion y la reaccion acrosomal. Es
conocido que el incremento en la concentracion del Ca?* citosolico, inducido por
ionéforo A23187, o por incorporacién de Ca®" al medio, produce una distribucion al
azar de los lipidos de la membrana (Williamson et al, 1992). El desorden que se

produce en la membrana ocasiona pérdida de la asimetria de los fosfolipidos vy
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posteriormente la formacidon de vesiculas. La relacidn entre vesiculacion vy
translocacion de fosfolipidos fue apoyada por experimentos que mostraron brotes
espontaneos y vesiculaciones en liposomas despues de una induccidon en la

redistribucion transmembranal de fosfolipidos (Farge y Deveraux, 1992).

Asi como el ionéforo de Ca*, la progesterona tiene una funcion similar
aumentando las concentraciones citosélicas de Ca*" en el espermatozoide, lo que
desencadena cambios membranales importantes (Thomas y Meizel,1978). Con los
resultados de este trabajo se corrobora la importancia del ionéforo de Ca®* A-23187
y de la progesterona en la induccion de cambios membranales, siendo estos
altamente significativos (p< 0.05) en comparacion con las muestras que no fueron
tratados con alguno de estos dos inductores experimentales de la reaccion
acrosomal. Al comparar los resultados obtenidos por citometria de flujo entre el
ionoforo y progesterona, no observamos diferencias estadisticas (p < 0.01), lo que
nos indica que estos dos inductores participan de manera similar en cuanto a
cambios membranales durante la reaccidn acrosomal. Segun la literatura, la
progesterona es un inductor de RA efectivo que al unirse al receptor membranatl del
espermatozoide le produce una activacion rapida del flujo de calcio, igual a lo que

ocurre con el ionoforo (Kirkman-Brown et al., 2002).

Cuando se incuban espermatozoides recien obtenidos de cola de epididimo
en presencia de progesterona, este esteroide no estimula la reaccion acrosomal, a
menos que los espermatozoides hayan pasado previamente por un proceso de
capacitacion en un medio adecuado (Kirkman-Brown et al., 2002). Aunque este
esteroide es capaz de inducir el fluo de Ca? en los espermatozoides no
capacitados, solo los capacitados pueden completar la reaccion acrosomal. En los

resuitados que aqui se reportan cuando los espermatozoides fueron preincubados




(6h) en un medio capacitante (medio A) y por 15 min mas con progesterona (3.18
ug/ml}, el porcentaje de espermatozoides con cambios en la asimetria de la
membrana se vio aumentado en forma significativa, lo cual quiere decir que dado
que va estaban capacitados, la progesterona produjo en ellos no solo el flujo de
calcio (no medido en este trabajo) sino también la eversion de fosfatidilserina de la
cara interna a la cara externa de la membrana plasmatica. Estos resultados son
similares a los obtenidos en espermatozoides de bovinos (Therien y Manjunath,

2003)..

Aunque segun la literatura, hasta hace poco tiempo se consideraba que la RA
en el espermatozoide capacitado inicia cuando éste se une a la zona pelucida del
ovocito, actualmente se ha demostrado que la zona pelucida no es el unico inductor
in vivo y se ha sugerido que ademas de las glicoproteinas de la ZP existen otros
factores importantes que puede ser responsables de la reaccion acrosomal, tal es el
caso de las proteinas unidoras de progesterona y la misma progesterona libre. Se ha
reportado que la progesterona contenida en el fliquido del foliculo ovulado, se
encuentra en concentraciones que son capaces de inducir la reaccion acresomal en
el espermatozoide humano (Meizel y Turner, 1991), en cerdo (Melendres et al.,

1994), en raton (Roldan et al., 1994) y en caballo {(Meyer, 1995; Cheng, 1998).

La estimulacion de la reaccidon acrosomal con progesterona, en
espermatozoides capacitados ha sido demostrada en varias especies de animales
(Kirkman-Brown et al., 2002). En este trabajo se demuestra que en el conejo, la
progesterona también fue capaz de producir reaccién acrosomal, ya que segun
reportames aqui, tantc con la tincidbn de azul de Coomassie como por la unién
especifica de Anexina V-FITC a la membrana acrosomal del espermatozoide se

demostro la ocurrencia de la reaccion acrosomal.
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Alguna alteracion fisiologica o patologica en la membrana plasmatica de la
célula puede ser reflejada en la translocacion de fosfatidilserina de la lamina interna
a la lamina externa de la membrana plasmatica. Dicha translocacion puede ser
monitoreada por la union calcio dependiente de la Anexina-V con fosfatidilserina, fa
cual ha sido descrita en los estadios tempranos de apoptosis (Koopman et al., 1994).
En el espermatozoide esto debe de considerarse con cuidado, ya que cambios en la
composicion lipidica y translocacion de fosfatidilserina, son solo parte de los cambios
fisiologicos que se producen durante la capacitacion, reaccion acrosomal y fusion

entre células {Gadella et al., 1999; Travis y Kopf, 2002; de Vries et al., 2003).

En los estudios de Gadella y Harrison (2002), sus experimentos no muestran
evidencias de que la exposicion de fosfatidilserina detectada por la union a Anexina-
V esté relacionada con el proceso de apoptosis en espermatozoides reaccionados
con progesterona o con A23187. Al contrario, durante la capacitacion y la reaccion
acrosomal ocurren cambios en la asimetria fosfolipidica que parecen ser eventos
fisiologicos importantes del espermatozoide en su camino a la fertilizacion del

ovocito.

Una cantidad significante de uniones de Anexina en la region post-acrosomal
de la membrana plasmatica del espermatozoide durante la capacitacion, indica que
algunas modificaciones a nivel de la arquitectura de la membrana plasmatica
ocurren durante este proceso. Esta desestabilizacion parcial puede ser importante
en la preparacion del espermatozoide para fusionarse con el oolema despues de
haber entrado en contacto con la zona pellcida. Las uniones a Anexinaj\/ en esla

. py LT

region de la cabeza del espermatozoide persisten aun dgggyégs;dé la‘induccion de la

reaccion acrosomai con A23187. La p‘gogtestéf‘bné ‘parece tener un efecto contrario

ya que la fluorescencia en la regién post-acrosomal decrece ligeramente. La mayor
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cantidad de uniones de Anexina en el limite entre la regiocn acrosomal y la post-
acrosomal puede ser un punto de acumulacion de efectos para la fusion del
espermatozoide con el ovocito. La curva bifasica de la union de Anexina a las
membranas del espermatozoide desaparece en forma progresiva de acuerdo al
tiempo de incubacion, induciendo quizas un incremento en la participacion de

espermatozoides que ya han sufrido la reaccion acrosomal (Gadella et al., 1999).

Varios componentes han sido identificados como inductores de la reaccion
acrosomal, como son la progesterona, el iondforo de Ca®* A23187 y otros; se sabe
que las proteinas de la zona pelucida del ovocito ovulado, ahora son consideradas
como el principal inductor fisioldgico in vivo (Breitbarl y Spungin, 1997; Brucker y
Lipford, 1995; de Lamirande et al., 1997; Harrison, 1996; Lin y Kan, 1996 y Travis y
Kopf, 2002). La membrana plasmatica post-acrosomal tiene una composicion de
fosfolipidos diferente al revestimiento de la membrana plasmatica acrosomal (Lin y
Kan, 1996; Travis y Kopf, 2002). Esto sugiere que estas regiones membranales
pueden responder en forma diferencial a sefales, por lo que pueden funcionar en
forma precisa de acuerdo a las necesidades. La region postacrosomal de la
membrana del espermatozoide debe sufrir procesos fisioldgicos que le permitan la

fusion con el oolema.

La membrana plasmatica del espermatozoide se caracteriza por estar
subdividida en regiones bien delineadas denominadas dominios, los cuales difieren
en cuanto a la concentracion y distribucion de los distintos componentes de la
membrana plasmatica (fosfolipidos, proteinas, colesterol, carbohidratos etc.) (Fnts et

al., 2000).

El mayor de los dominios de la membrana plasmatica en la cabeza del

espermatozoide de la mayoria de los mamiferos estd en la regién acrosomal
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(anterior a la cabeza) y en la regién postacrosomal (posterior a la cabeza). La
membrana plasmatica de la region acrosomal puede ser subdividida en: 1.-
segmento marginal {(segmento apical, banda anterior y/o aro periférico), dominio que
se encuentra anterior al margen del acrosoma, 2.-el segmento principal (segmento
acrosomal) dominio localizado por encima de la mayor porcion del acrosoma y 3.- el
segmento ecuatorial (acrosoma posterior) dominio ubicado encima de la parte
posterior del acrosoma. El dominio marginal y el segmento principal a menudo son
referidos como acrosoma anterior 0 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 (Yanagimachi, 1994; Frits et al., 2000).

El dominio de la region postacrosomal (cabeza posterior, segmento
postacrosomal), comprende la membrana plasmatica entre el margen posterior del
acrosoma y el cuello. El margen entre la region acrosomal y postacrosomal puede
estar delimitada por el aro subacrosomal. El cual une la cabeza del espermatozoide

con el margen posterior del segmento ecuatorial.

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

membrana plasmatica (Yanagimachi, 1994, Frits et al., 2000).

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

cabeza del espermatozoide. Podria parecer que los cambios en la asimetria de los
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fosfolipidos de las membranas ecuatorial y post-acrosomal intacta son
indispensables para la exposicion de algunos componentes proteinicos que tienen
un papel importante en la fusion de membranas entre el espermatozoide y el ovocito,
y que son expuestos después de la capacitacion y / o la reaccion acrosomal

(Bedford, 1998).

Allen y Green, (1995) han encontrado gue después de la induccion de la
reaccion acrosomal con A23187, un grupo de epitopes en el segmento ecuatorial
son expuestos y pueden participar en la fusion del espermatozoide y el ovocito. La
ecuatorina es una proteina del ecuador del espermatozoide que posiblemente esta
involucrada en la fusion de los gametos y solo es detectada después de la reaccion

acrosomal espontanea o inducida (Manandhar y Toshimori, 2001).
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Xil.- Conclusiones

1.- La citometria de flujo es una tecnica que es capaz de detectar cambios
tempranos en la membrana plasmatica de los espermatozoides inducidos a

experimentar la capacitacion y la reaccion acrosomal.

2.- Durante el proceso de capacitacion y reaccion acrocsomal, inducidos in
vitro, existe una pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica del
espermatozoide la cual se presenta de forma topolégicamente caracteristica y
aparentemente de manera especifica en relaciéon con el mecanismo inductor de los

procesos estudiados.

3.- Esta distribucion topologica especifica puede relacionarse con la influencia
(y nosotros pensamos que también se presenta de acuerdo al papel funcional) de los

dominios caracteristicos de la membrana plasmatica del espermatozoide.

4.- Durante la induccién de la reaccion acrosomal, la pérdida de la asimetria
fue significativamente mayor que durante la capacitacion.
5.- No hubo diferencias significativas en la proporcion de espermatozoides

que perdieron la asimetria de la membrana plasmatica cuando se indujo la reaccién

acrosomal con progesterona o el ionoforo A-23187.

6.-La modificacién de la distribucion topoldgica de la fosfatidilserina en la cara
externa de la membrana (pérdida de asimetria de la membrana) fue diferente entre
espermatozoides a los cuales se les indujo reaccion acrosomal con progesterona y
aquellos que fueron inducidos con A-23187, lo cual probablemente significa que los
agentes activos estudiados actuan de manera diferente como inductores de la

reaccion acrosomali.
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phosphatidylserine translocation in head
plasma membrane of Percoll-gradient purified
of rabbit cauda epididymal sperm during
capacitation and acrosome reaction (AR} using
Annexin-V. Propidium iodide was used as
control to reject dead or dying cells. The
presence and distribution of Annexin-V binding
sites were analyzed using flow fluorocytometry
and confocal microscopy. After 6 h of
incubation of sperm in capacitalion medium, the
number of cells positively stained with Annexin-
V showed a small but significant increment. The
Annexin-V binding sites produced during
capacitation were found mainly in the post-
acrosomai region of the sperm head plasma
membrane. After AR induction with
progesterone, the localization of
phosphatidylserine was changed and the
Annexin-\ binding sites were found almost only
in the acrosomal region, but with higher number
of binding siles in the equatorial area. On the
contrary, after AR induction with A23187,
phosphatidylserine translocation, although
predominant over the acrosomal region, was
also observed in the post-acrosomal regicn.
Plasma membrane destabilization during
capacitation and AR may be important for
sperm-oocyle fusion.
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This study was canducied to evalude phosphandylserine translocation in head plasma membrane of
Percoll-gradient purified of rabbit cauda epididymal sperm during capacilation and acrosome reac-
von (AR) using Annexin-V. Propidium iodide was used as control 1o reject dead or dying celis.
The presence and distribution of Annexin-¥ binding siles were analyzed using flow fluorocytomelry
and confocal microscopy After 6h of incubation of sperm in capacitation medium. the number of
cells positively stained with Annexin-V showed 2 small bul significant incremert. The Annexin-V
binding sites produced during capacitaiion were lound mainly 1n the posi-acrosomal region of
the sperm head plasma membrane. Alter AR induction wiath progesterone, the localization of phos-
phautdylserine was changed and the Annexin-V binding sites were found almost only in the acro-
somal region. but with higher number of binding sites in the equatonal area. On the contrary,
alter AR inducuion with A23187, phosphatidylserine translocation, although predominant aver
the acrosomal region, was also observed in the posi-acrosomal region. Plasma membrane destabi-
lizauon dunng capaciation and AR may be impertant for sperm-oocyte fusion
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INTRODUCTION

To be zble 10 fertilize the egg. mammaiian spermn must be previously capacitated
{20} Under normal physiological conditions capacitation takes place after ejaculation in
the female reproductive tract, but it can be induced in vitro by sperm incubation in spe-
cially developed media. Bicarbonate/CQO, appears particularly responsibie for inducing
capacitation [11. 15). although Ca’* and albumin seem to be also necessary [29]. Bicar-
bonate induces changes in the lipid architecture of the sperm plasma membrane due to
phospholipids scrambling 11, 28}. Capacitation modifies the lipid structure of the plasma
membrane [28]. making it more fluid by the release of cholesterol and inducing alterations
in the normal distribution of the phospholipids in the bilayer, increasing phospholipid
scrambling and decreasing the norma! asymmetry of this structure [10]. These surface
changes not only enable the sperm cell to bind to the extra cellular coat that covers the egg,
but prepare the more drastic modifications that occur during the acrosome reaction to
permit the release of the enzymatic machinery for sperm penetration through the zone
pellucida [3].

The molecular mechanisms that participate in the processes of capacitation and
acrosome reaction are only partially defined. Proteins present in the zone pellucida, par-
ucularly ZP3, appear to be the physiological inducers of sperm acrosome reaction.
However. numerous activators of capacitation and the acrosome reaction have been
experimentally proposed [3, 29], and physiological and experimental induction of acro-
some reaction may be produced by several different molecular mechanisms [4, 5]. Calcium
seems (o plav a central role in acrosome reaction and membrane fusion processes in sperm
and caicium ionophores, mainly A23187, remain some of the most widely used non
physiological inducers of AR (29]. Indeed, high conecentrations, mi}limelar, of extracellular
calcium are essential to ZP3 induced sperm exocytosis [9]. However, some agonists like
ATP or platelet-activation lactor, can induce acrosome reaction in the absence of exira-
cellular calcium [3].

Several complex intractions must ocur in sperm plasma membranes to ensure unsuc-
cessful fertility at receptor, adhesive and fusion properties; molecular composition and
architecture; and membrane derived signaling. These membrane changes are not only
sequence specific, but also region specific [20]. Sperm zone peliucida binding seems to
occur al the apical surface of the sperm; acrosome reaction comprehends the anteror,
acrosomal, half of the head membrane, while sperm-egg binding must involve only the post-
acrosomal region of the sperm head plasma membrane. The little that is known about the
structural changes that occur in the sperm membrane is its sequence and regionalization(

Flow cytomeiry study of Annexin-V binding to cell membranes is derived from its
selective affinity for negatively charged phospholipids. Under defined salt and calcium
concentration, Annexin-V selectively binds to phosphatidylserine (PS) over most other
phosphotipids species (18], The Kd for the binding of Annexin-V to PS is about 5x107'°
M [18]. This is the basis for the use of Annexin-V as a tool to monitor phopholipid
scrambling and membrane asymmetry in experimental studies. The number of binding
sites for Annexin-V has been reported as 6-24x 10%/cell in tumor cells and 8.8 x 10®/cell for
endothelial cells. Normal human red cells may have as few as 276 binding sites, while
resting platelets have 5000 binding sites. The stoichiometry of Annexin-V binding to PS
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Fluorometric Study of Rabbit Sperm Head Membrane 3

ranges between 4 10 8 Annexin-V molecules per one PS molecute as judged by phospha-
udviserine-containing hposomes [18].

[n this study, the regional and ume dependent changes in membrane phospholipids
asvmmetry epdyvdimal sperm cells submitted (o in vitro capacitating and acrosome
reacthion inducing envitonments, and the speaiic binding ol Fluorescein Isothiocyanato
(FITC) conjugated Annexin-V binding to phosphatdylserine, was applied to flow
fuorocytomelry and by Confocal Microscopy.

MATERIALS AND METHODS
Chemieals and Reagents

Chlortetracychine (CTC), Coomassie brilliant blue G-25¢ (CBB}, HEPES (N-(2-
hydroxyl-ethvl), piperazine-N’-(2-ethanesuifonic acid)), sodium pyruvate, Tris (tns-
(hyvdroxyl-methyl) aminomethane), sodium lactate, D-(+) glucose, Percoll, bovine serum
albumin {fatty acids free), and other salts were purchased from Sigma Chemical Co (St
Louis. Missouri, USA). Calcium 1onophore A23187 was purchased from Boheringer-
Muannheim (Germany). All other reagents were analytical grade or better. Stock solutions
of Progesterone and A23187 were prepared in dimethyl sulfoxide (DMSQ) and stored and
checked as indicated by Roldan [24] and by Kohn [17], respectively. The final con-
centration of DMSQO in the assay mixtures never exceeded 0.1%, and the processed cantrol
samples without A23187, or without progesterone, contained the appropriate concentra-
tions of DMSO.

Incubation media were: medium A (30 mM HEPES, 5mM KCI, 100 mM NaCl, 21l mM
sodium lactate, 2,5mM sodium pyruvate, all adjusted to pH 7.6); enriched medium A
(30 mM HEPES, 5mM KCI, 84 mM NaCl, 21 mM sodium lactate, 2.5mM sodium
pyruvate. 13.9mM glucose. fatty acids-free bovine serum albumin 1 mg per ml, ail
adjusted to pH 7.6} and capacitating medium A (enriched medium A plus 2.5mM CaCl;).

Fertle, mature male New Zealand winite rabbits 10-12 months old were sacrificed and
cauda epicdhdymal sperm were obtained by perfusion of the cauda epididymus through the
deferent duct using 3 ml medium A. Epididymal sperm suspensions were centrifuged,
900x g for 20 min. through a two-phase Percoil gradient (95% and 75% Percol! diluted in
Medium A} [26]. Motile sperm were recovered and washed by centrifugation at 500 x g
for 3min. and counted and suspended in either enriched medium A (controls) or in
capacitating medium A 1o a final.concentration of 2.5 x 107 sperm cells/ml. Sperm sus-
pensions were incubated for 6h at 37°C with mild shaking in loosely capped poly-
propviene conical centrifuge tubes under a 5% CO,/ 95% air atmosphere. After
capacitation, 25 ul duplicated aliguots of sperm suspensions were used to evaluate viability
by the eosin/migrosin method, and metihty by direct microscopy. Duplicated aliquots of
sperm suspensions (25 pl) were also used to evaluate the percentage of capacitated sperm
by chlortetracycline (CTC) binding [13]. Chlortetracycline Auorescence binding to rabbit
sperm and the percentage of capacitated sperm at the different studied times were similar
10 that previously described [12]. Control sperm. incubated in Ca’* free medium, were
scarcely fluorescent. Capacitated sperm were brightly flucrescent, particularly on the
anterior. acrosomal region, of the sperm.
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4 A. Avalos-Rodriguez et al.

Each remaining of the cell suspensions was divided into two ahquots. Each of these
sliguots was further divided inte two new aliquots. ene contrel and one experimental, to
induce the acrosomal reaction as described below In this wayv, acrosomal reacuon in the
total absence of any inducing agent. as well as under the continuous presence of A23187 or
Propesterone. were studied.

The acrosome reacticn was induced. either by the addinon of 100wl of the A23187
diluted stock solution to reach a final concentration of 10uM of the 1onophore, or by
the addinon of prdogesterone. 3.18 uM final concentration and the incubation was
continued under the same conditions. After 5. 15, 30 and 45min at 37°C samples of the
sperm suspensions were studied by flow cytometry [12], the percentage of acrosome
reacted sperm was determined by the CBB staiming [23]). Chlortetracychine evaluation of
the percentage of capacitated sperm and assessment of acrosomal reaction, using
coomassie brilliant blue staining, were done [I12]. Percentage of capacitated rabbit
spermatozoa {(CTC staining) after 6-hour incubation in a medium containing 2.5 mM
Ca®* was 714 6 (mean + Sd). Previously capacitated epididymal spermatozoa showed a
linear time-increase in the percentage of acrosomal reactions induced by either Proges-
tercne or A23187 reaching 34+ 5, and 30+ 4 (mean + Sd), respecuively, after 45min of
incubation [22]. )

The changes induced in membrane asymmetry during capacitation and the acrosomal
reachion were siudied by flow-fluorocytometry using a commercial kit of Fluorescein
Isothiocyanato (FITC) conjugated Annexin-V (Annexin-V Fluos, Boheringer Mannheim
catalog number 1828681) 1o detect the translocation of PS from the inner to the outer
leaflet of the plasma membrane following with only small modifications the procedure
recommended by the manufacturer. To check for membrane damaged sperm, | pl of PI
(50mg/ml) was added to the samples. After the addition of the Annexin-V reagent,
samples were incubated in the dark during 15min at room temperature, taken to 500 pl
and analyzed using a FACSort (Becton Dickinson System, San Jose, CA) cytofluorometer.
FSC-H value was 44 and FSC was set at EOO.

The green Auorescence (Annexin-FITC) was detected with PMT2 (behind 550 DL and
525 BP filters) and the red Auorescence (PI} with PMT4 (behind 600 DL and 575 BP
hiters) Fluorescent intensity at 530 nm was measured in a mimimum of 10.000 (2] sperm
cells. Fluorescence intensity was registered logarithmically and the range divided into four
sections. The results obtained from 10,000 cells were analyzed using the Lysys Il program
registering the percent of sperm in each of the four fluorescence intensity quadrants. To
diminish. or suppress, the effect of cell death during the experimental procedures, the
guantitative results of Annexin-V binding in this study were done taking exclusively those
ceils in the jow or mil red flucrescence quadrants. Conflocal microscopy was performed in a
Zeiss Axiovert 100 M microscope, using 488 nm excitauion and 505 and > 560 nm emission
wavelengths for annexin and Pl, respectively.

Acrosome-reacted sperm can be easily identified by the CBB method [12]. Blue staining
of the acrosomal region, forming a distinct apical nidge, indicates intact acrosomes of
unreacted sperm. In most cases of unreacted sperm persistence of acrosome was accom-
panied by increase staining of all the anterior half, acrosoma! region, of the sperm with a
distinct band in the equatonal region. Lack of blue staining was interpreted as
characteristic of acrosomal-reacted sperm.
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Fluorometric Study of Rabbit Sperm Head Membrane 5

Two subpopulations of sperm cell events were studied, one not stained with PI (viable)
and the other stained with this compound (unviable cells) both showing FITC-Annexin-V
flucrescence (capacitating or acrosome reacting cells). The first group sperm cell (viable)
were also sorted and collected immediately on microscopic shides for subsequently
evaluation with spectral confocal microscopy.

Statistical analyses were done using the Sigma Stat v2.0 package (Sigma-Aldrich Co.,
San Louis. Missourt, USA). AR percentages were transformed to arcsines of their square
roots [25]. the transformed data analyzed by two ways ANOVA and two-tailed Dunnet
t-test. F values corresponding to p < 0.05 were considered significantly different.

RESULTS

Sperm exposed to Annexin-V-FITC take up the dye rapidly reaching a plateau
~10min alter incubation at 37°C in the dark (Figure 1). Fluorescence in the Annexin
Auorescence guadrants was always predominant, even after 30min incubation of the
sperm :n the presence ol A23187. The percentage of sperm cells showing significant levels
of red fluorescence (quadrants A and B), although increasing with time under all the
experimenial conditions, was never superior to 35% of the total number of sperm stained.
The sperm ceils that have already gone through the acrosome reaction were included
within this increasing sperm population.

Flow cytometry analysis of Annexin-V inding to sperm (green fluorescence)
consistently demonstrates three distinct subpopulations whose contribution to the total
flucrescence intensity varies with the incubation medium {capacitating or acrosome
reaction inducing), with the inductor {Progesterone, A23187), and with the incubauon
time. One population corresponds with those sperm that have not changed their
membrane asymmetric properties and therefore do not bind Annexin (fluorescence
intensity < 10). a second population show middie (10> <100), and a third population
high Auorescence intensities (> 100). At the end of the incubation period there is a small
but signmificant increase in the amount of sperm cells showing high intensity fluorescence
and. therefore, a significant decrease in plasma membrane asymmetry (Table 1).

Acrosome reaction induction with Progesterone or A23187 showed, in general, the same
changes in intensity of lucrescence during the 45 minutes of incubation {Table 2 and Figure
2). However flucrescence intensity under the influence of progesterone showed no significant
changes between 30 and 45 minutes incubation, while the highest intensity of fluorescence
was produced by 45 minutes incubation of sperm cells in the presence of A23187.

The pattern of fluorescence intensity in sperm cells incubated in the presence of pro-
gesterone charactenistically showed a biphasic curve in the range of 100~1000 intensity
between 5 and 30 minutes after the addition of the hormone (Figure 2). This biphasic
character was lost after 45 min incubation. Acrosome reaction induction in the presence of
1onophore never showed this biphasic appearance (Figure 2). This difference in fluores-
cence pattern induced us to study the changes in membrane asymmetry during the
induction of the acrosome reaction using confocal microscopy (Figures 3.4).

All cells observed by confocal microscopy were scanned (Figure 3) and only those
showing no red fluorescence {low line in Figure 3) were taken in account. The small
flucrescence increase after 6 hours incubation under capacitating conditions was basically
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Figure 1. Flow cyiomeltric profile of green versus red fluorescence of fresh rabbit epididymal sperm
labeted with Annexin-V and PI after 30 min incubaven in presence of A23187 a) Dead or dying
sperm cells labeled with PI but not with Annexin-V-FITC. b) Cells with sigmficant levels of
green/red fluorescence, probably apoptotic, necrotic or already acrosome reacted sperm. c)
Nonfluorescent, Mully viable celi. d) Spermatozoa labeled with Annexin-V-FITC but not with PJ.
Sperm suspenstons were first incubaied for @h at 37°C with mild shaking in capacitating medium A
in capped tubes under a 5% C0,/95% air almosphere. Then an aliquot of sperm suspension was
incubated in presence of A23187, final concentration of 10 uM, in the presence of Annexin-V-FITC
and propidium iodide. Green fluorescence (Annexin-FITC) was detected with PMT2
{behind 550 DL and 525 BP filiers) and red fluorescence (PI) wath PMT4 (behind 600 DL and 375
BP filters).

due to the presence of fluorescence in the post-acrosomal region of the sperm head
(Figure 4a); only sperm cells with no red fluorescence were included in these studies.
This indicates that dunng this incubation period a smal! change in membrane asymmetry
has been produced in the post-acrosomal membrane of the sperm cells.

The biphasic character of the fluorescence intensity 1n the sperm cell in which the
acrosomal reaction was induced by progesterone can be explained by the differential
staining induced by this hormone in the acrosomal cap of the sperm cells. Figure 4b show
1wo clear bands of fucrescence of different intensities induced by progesterone; A brilliant
one 1n the equatonal limit of the acrosome region and a weaker one present in all the rest
of the acrosome. On the contrary (Figure 4c), A23187 action on the sperm induced a
homegeneous fluorescence aver ali of the acrosome region and a small fluorescence over
the post-acrosomal region of the sperm head.

210



Fluorometric Study of Rabbit Sperm Head Membrane 7

Table 1. Annexin-V-FITC fluorescentyntensity at 530 nm of sperm cetls incubated in capacitaung medium A
mean + the standard deviation (n = 3§ for each eniry)

Green fluorescence
(Taksn 10 100%)

TIME Red Filuorescent intensity Flucrescent intensity Flugrescent intensity
{Hours) fuorescende (1= {10-100) (> 100)

0 M= B3t 12 z20" 10 443"

2 [0£32 68 £ 6.7 sel6=21" 154327

4 (=30 *64 £ 6.3 T=08° 18 %40

6 13240 *59£73° “*18-48° **24 134

different superscripl letiers indicate significant differences (p < 0 05) between the dala in the same column
ANOVA plus Tukev.

* == Dnfferent numbers of astensks indicate significant differences [p < 0.05) between data in the same row.
Student’s ¢ test.

DISCUSSION

Annexin-V belongs to the family of calcium-dependent phospholipids binding proteins
and binds almost solely to phosphatidylserine. When Annexin V is used to detect loss of
membrane asymmelry in cellular systems, the binding properties of the experimental
conditions are of impertance.

When recently obtained epididymal sperm were incubated with progesterone, the
steroid did not stimulate AR. Progesterone alone did not stimulate the AR unless the

Tabte 2. Annexin-V-FITC fluorescent intensity at 530 nm of sperm cells during the acrosome reaction (only
quadrants with low or nil red Auorescence were included) mean % the s1andard deviation (n =5 Jor each entry}

Acrosome Time Fluorescent Fluorescent Fluorescent
reacl.on inducior (min) intensity {(—~10}) intensity (10-100) intensity (>100)
None ] *49 £ 4.4* **20 %34 “*1£59°
'S *45 4 3.6 te20 £ 2.6 544"
30 *58 £2.3° 19+ 6" *4224+10°
45 *53+4.4° 17+ $e*29 4 3.9°
Progesierone 5 L E **15+£42° ***34 %1 ¢
15 "0+ 16 24 +36" “245 440"
30 26+ 5.2° *20+3.2* *255 4 6.9
45 *16 L 5.4 *23%467° seg2 2.3
A23187 5 ‘58 £ 6.4" "*24 1 5.8 **204+29°
15 *38+3.0° **25=4 5" *36+39°
30 $22 + 6.9 1878 *e59 435
43 i3+ 86" 21 =83 **69 £ 3.4F

*different superseript letters indicate significant differences (p < 0. 05) between the dala in the same column.
ANOVA pilus Tukey.

***.2** Dufferent numbers of asterisks indicate significant differences (p < 0.05) between data in the same
row. Student's t test.
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Figure 2. Cytofluorometric analysis (Becion Dickinson System FACSort) of rabbit sperm stained
with Annexin-V-FITC. Stained cells were excited at 488 nm and fluorescent emission was evaluated
at 530nm using proper band-pass filters. The figure represents the results obtained with pre-capa-
ciated sperm ncubated S to 45 minutes wath 3,18 pM progesterone. a) With 10 M A23187. b) Only
cells obtained from two lower quadrants {(green fluorescence) were analyzed using Lysys I program.
Fluorescence :niensity (:n abscissa) was regisiered logarithmucally indicating percent of sperm cells in
each of four :nlensity quadrants, Ordinale indicates relative cell number. One expenment
representative of 5 15 shown.

eprdidymal spermm were previously incubated in capacitating conditions. However, when
gjaculated spermn were preincubated (6 h) with capacitation medium A and then incubated
I5min with P (3.18 pg/ml), the percentage of AR obtained increased significantly (Table
2): these results are similar to those obtained 1n bovine sperm (27]. Calcium flux is induced
specifically by progesterone in capacitated and uncapacitated sperm cells, whereas only
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Figure 3. Typical confocal microscopy scan of green and red fluorescence intensities of an A23187
incubaled sperm stained with Annexin-V and PL. The intensity of green fluorescence (Annexin-V-FITC)
is indicated in upper hughly irregular line corresponds to aimost all sperm head. The scan for red
fluorescence (PI) indicated by lower almosl straight line was near zero in all sperm in thus study.

capaciiated sperm are able to subsequently complete the acrosome reaction. Incubation of
human sperm in the presence of dbicarbonate/CO, causes rapid changes in lipid archi-
tecture of the sperm plasma membrane accompanied by membrane destabilization.

Although 1t may terminate in cell death [14)], destabilization of plasma membrane is an
essential siep in the process of membrane fusion. Loss of membrane asymmetric properties
15 important evidence of membrane destabilization and in fact in seems to be necessary 10
the successful accomplishment of membrane-membrane fusion.

Caudal epididymal sperm are equally mature and fertile as ¢jaculated sperm. However,
epid:dymal sperm have no components from the seminal plasma that may have been
absorbed or bound during ejaculation [29]. Under these conditions. a significantly higher
percentage of epididymal than of ejaculated sperm are capacitated during the 6h
incubation period. This expernimental advantage of cauda epididymal over ejaculated
sperm subsists during the induction of the acrosome reaction [12].

Stumulation of sperm capacitation and induction of the acrosome reaction by proges-
terone has been demonstrated in vanious amimal species [16]. The induction of specific

235

240



10 A. Avalos-Rodriguez et al.

Figure 4. Three patterns oblained by confocal microscopy of Annexin-stained viable rabbit sperm
{only sperm cells with no red fluorescence were included in these studies). a) Capacitaled sperm. A
small fluorescence increase was observed after 6 h incubation under capacitating conditzons basically
due to presence of Auorescence 1n post-acrosomal region of sperm head. b) Sperm incubated {5
minules in presence of Progesierone. Characteristically showed a boght band of green fluorescence
over peri-equalorial region of sperm head. This biphasic character was lost after 45 min incubation.
¢) Sperm ncubated 15 minutes in presence of A23187. Showed a uniform green fluorescence over
acrosomal region and a small Aluorescence over the post-acrosomal region of sperm head.
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binding of Annexin-V FITC to the rabbit sperm acrosome membrane by the presence of
progesterone in the medium constitutes an indirect prool of the existence of specific
progesterone receptor in rabbit spermatozoa. Anyimportant phvsiological or pathological
alteration of czll plasma membrane may be reflected 1n phospholipid phosphandylserine
rransiocation from the inner 1o the outer leaflet of the plasma membrane. This translo-
cation can be monitored by the calcium-dependent binding of Annexin-V and has been
described as one of the earliest signs of apoptosis (18] However, in the case of the sperm,
care must be taken because changes in lipid composiion and phosphatidlylserine trans-
location are also part of the changes physiologically produced during capacitation, acro-
some reaction, and cell-cell-fusion [8. 10, 28]. Asn the result of Gadella and Harrison |11],
our experiments do not show evidence that the progesterone or A23187-induced phos-
phatidviserine exposure to the binding properties of Annexin-V was an apoptotic process.
On the contrary, capacitation and acrosome reaction concurrent phosphelipid scrambling
appears to be important physiological events during sperm fertilization activity.

Binding of significant amounts of Annexin to the post-acrosomal membrane of sperm
durning capacitation indicates that some modification of this region of the head plasma
membrane occurs during this process. This partial destabilization may be important to
prepare the sperm to fuse with the oclema after going through the Zone Pellucida,
although the binding of Annexin to this region of the sperm head persists after A23187
induction of the acrosome reaction. Progesterone seems (0 have the opposite effect since
the shght post-acrosomal fluorescence decrease. Intense Annexin binding in the hmit
between the acrosomal and the post-acrosomal region may point (o the accumulation of
effects on preparation for the sperm-cocyte fusion. The biphasic curve of Annexin
binding to sperm membranes disappeared as the time of incubation progressed, indi-
cating perhaps, that the increasing participat:on of sperm that has already undergone
acrosome reaction [10].

Many compounds have been identified as inductors of the acrosome reaction, although
the zone proteins of the ovulated ococyte are now considered the prime physiological
inducer in vivo [5-7, 14, 19, 20, 28]. Although the acrosome reactions is an important step
during gamele interruption, 1t must rot be forgotten that after penetration through the
Zone Pellucida spermatozoa must fuse with the oocyte membrane. The post-acrosemal
plasma membrane has a phospholipids composition quite different to that of the plasma
membrane overiying the acrosome [20, 28]. This important sub domain difference suggests
that these membrane regions may be differentially responsive 10 signals so that they may
function precisely when needed. The post-acrosomal region of the sperm membrane must
also go through a physiological process that will render 1t abie to fuse with the oolema.

In vitro capacitation and/or acrosome reaction induction with progesterone or with
A23187 induces important and differential changes in the membrane asymmetry of the
acrosomal and post-acrosomal sub domains of the sperm head plasma membrane. [t would
appear that changes in the phospholipids asymmetry of the equatorial and/or the whole
post-acrosomal membrane are indispensable to expose the elements, proteins playing a
roie in sperm-oocyte membrane fusion are only exposed after the capacitation and/or the
acrosome reactions [4]. Allen/Green []] found that after A23187-induced acrosome
reaction of guinea pig sperm, a group of equatorial segment epitopes are exposed that may
play some role in the {fusion of sperm and oocyte. Equatorin is a sperm head equatorial
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protein possibly involved in sperm-oocyie lusion. which s delectable only after sponta-
neous ar :nduced acrosome reactions (21

Alter going through the Zonc Pellucida. the sperm comes into contact with the oolema
(0 be able 1o successfully complete the successful fusion of the two gametes; a specific set of
changes must have accurred in the plasma membranes of both gametes. The nature of
these changes on the post-acrosomal membrane of the sperm cells must be studred more

accurdtely
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