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INTRODUCCION

La capacitacion espermatica (CA) se define como un complejo proceso
caracterizado por una serie de transformaciones bioquimicas y fisiolégicas que sufre
el espermatozoide tras la maduracién epididimal y que le confieren la capacidad
fecundante (1). Los procesos moleculares asociados a la capacitacion estan
implicados en el desarrollo de la capacidad de experimentar la reaccion acrosémica
en respuesta a estimulos fisioldgicos (1-2). Se ha descrito que tanto la capacitacion
como la reaccidn acrosdémica se caracterizan por incrementos en la fosforilacion de
proteinas (3). La localizacién de proteinas fosforiladas en compartimentos
especificos del espermatozoide, durante los distintos estadios funcionales
conducentes a la fertilizacion, parece estar asociada a distintas funciones de estas
proteinas (4). Trabajos previos de nuestro grupo demostraron la existencia de un
incremento en la fosforilaciéon de proteinas, ligado al estado de capacitacion de
espermatozoides ovinos (5). Por ello, el principal objetivo de este trabajo fue iniciar
el estudio del patron de fosforilacion de espermatozoides reaccionados
acrosomicamente, asi como la puesta a punto de un método de inmunofluorescencia
indirecta para el estudio de la distribucion de las proteinas fosforiladas en funcién del
estado funcional de espermatozoides ovinos (tras el proceso de swim-up,
capacitados y reaccionados acrosémicamente).

MATERIAL Y METODOS

El semen utilizado fue una mezcla de los segundos eyaculados de cinco
moruecos, de raza Rasa aragonesa, pertenecientes a ANGRA, mantenidos con un
periodo de abstinencia de dos dias.

La metodologia utilizada para la preparacién de las muestras de semen (por un
método de swim-up/dextrano), su posterior evaluacion, la induccion y valoracion de
la CA, asi como la inmunodeteccion de residuos de tirosina, serina y treonina
mediante Western-blot, fue la descrita previamente por Pérez-Pé y col. (6). La
induccién de la reaccion acrosémica (RA) in vitro se realizé acorde a lo descrito por
Marti y col. (7). La inmunolocalizacion de fosfoproteinas se realiz6 mediante
inmunofluorescencia indirecta en espermatozoides permeabilizados con metanol
sobre portas polilisinados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se indujo la CA y la RA in vitro en espermatozoides ovinos seleccionados
mediante un proceso de swim-up-dextrano, evaluando el estado acrosomal de estas
muestras mediante la tincion con clorotetraciclina (CTC). La fosforilacion de
proteinas de membrana en residuos de tirosina, serina y treonina se analiz6
mediante western-blot. En concordancia con resultados previos (5) y paralelamente
al incremento en el nUmero de células capacitadas, la capacitacion se asocié con un
aumento en la sefal de fosforilacion para los tres residuos. En contraste, el patréon
de fosforilacion de espermatozoides reaccionados acrosémicamente (Fig.1) se
caracterizé por una disminucién en la proporcion de proteinas fosforiladas de alto
(55-120 kDa) y bajo peso molecular (14-30 kDa), que se correspondid con el

-359 -



aumento en el porcentaje de células con el acrosoma reaccionado (p<0,01). La
variacion en el patrén de fosforilacion observado tras la inducciéon de la reaccion
acrosomica, podria deberse a la pérdida de algunas fosfoproteinas y/o a procesos
de defosforilacion asociados con el flujo de calcio producido durante este proceso

(8).
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Figura 1: Inmunodeteccion de la fosforilacion de residuos de tirosina (A), serina (B) y
treonina (C) en muestras espermaticas control (1), capacitadas (2) y reaccionadas (3).

La localizacién subcelular de proteinas fosforiladas en tirosina, serina y treonina y
sus modificaciones en funcién del estado funcional de los espermatozoides se
analizaron mediante inmunofluorescencia indirecta. Los resultados obtenidos hasta
el momento revelan que diferentes compartimentos del espermatozoide
experimentan una secuencia especifica de fosforilacion durante los procesos de
capacitaciéon y reaccidon acrosémica (Fig.2). Muestras control (tras el proceso de
swim-up) y capacitadas se caracterizaron por una distribucién preferencial en
distintos dominios de la cabeza (regiones acrosomal, ecuatorial y postacrosomal). A
pesar de que ambas muestras presentaron patrones de distribucion similares, los
espermatozoides capacitados se caracterizaron por una localizacion mas especifica
de las fosfoproteinas en la parte anterior del acrosoma y regidon postacrosomal
(Fig.2). Ademas, presentaron un incremento significativo (p<0,01) en la distribucion
ecuatorial de proteinas fosforiladas en tirosina, regiéon que parece desempefar una
funcion clave en la interaccién espermatozoide-ovocito (1). La induccion de la
reaccién acrosémica se tradujo en la pérdida de la sefal acrosomal y en la
redistribucion de las fosfoproteinas hacia la region postacrosomal y pieza intermedia
del flagelo (Fig. 2 C,F,l). La localizaciéon de proteinas fosforiladas en el acrosoma
junto con su posterior pérdida tras la reaccion acrosomica sugiere su implicacion en
el proceso de capacitacion. Asimismo, la redistribucion de proteinas fosforiladas
observada en espermatozoides con el acrosoma reaccionado podria jugar una
importante funcidn en posteriores estadios de la interaccién espermatozoide-ovocito.

Estos resultados necesitan ser confirmados analizando un numero
suficientemente representativo de muestras. De momento, se puede sugerir que
procesos de fosforilacion de proteinas estan implicados en la funcionalidad de
espermatozoides ovinos en compartimentos especificos de la célula. En este
sentido, el cambio subcelular de las fosfoproteinas observado durante la reaccién
acrosOmica, podria tener una significacion fisiolégica en la consolidaciéon de algunas
proteinas fosforiladas a regiones especificas del espermatozoide implicadas en la
exocitosis acrosomal y el reconocimiento, unién y penetracion de la zona pelucida.
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Fig 2. Inmunolocalizacion de proteinas fosforiladas en residuos de tirosina (A-C),
serina (D-F) y treonina (G-H) en muestras espermaticas control (A, D, G), capacitadas
(B, E, H) y reaccionadas acrosomicamente (C, F, I).
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