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Mammalian sperm capacitation and the acrosome reaction (AR) are essential prerequisites 
for fertilization. 

This report examines part of the molecular events developed during capacitation and the AR 
of mammalian spermatozoa; especially those events related to sperm head membrane bound 
enzymes and phospholipids. For this purpose, it has been analysed results obtained from an 
in vitro capacitation/acrosome reaction inducing system for golden hamster spermatozoa. 
First of all, the analysis is focused in the phospholipid transmethylation reactions possibly 
occurring at plasma membrane level during capacitation and the AR; it is suggested too, that 
this pathway could provide the substrate for a sperm head membrane bound phospholipase 
A 2 which is able to produce a lysophospholipid (a fusogen) and fatty acids; both of them, 
very likely involved in the late steps of the AR. These assumptions are confirmed by 
experiments demonstrating that exogenous lysophospholipids and/or cis-unsaturated fatty 
acids are able to accelerate AR in previously capacitated spermatozoa. It is also suggested 
future research in this field, which could involve a sperm phospholipase C specific for 
phosphatydilinositol, 4.5 bisphosphate; its products, Inositol trisphosphate and diacyl-
glycerol could act as second messengers with a probable physiological function during 
capacitation. Finally, an integrative mechanism for the AR-involving phospholipid methyl-
ation, acrosin activation, phospholipase A 2 activation and endogenous lysophospholipids 
and fatty acids production is proposed as a model for discussion. 

Para que ocurra fertilización en mamíferos 
tanto in vivo como in vitro, es esencial que 
el gameto masculino cumpla ciertas con
diciones indispensables como: motilidad, 
capacitación y reacción acrosómica. El sig
nificado de la capacitación no es sabido con 
certeza; en una primera instância, los tra-
bajos de Austin (1951, 1952), Chang 
(1951) y más tarde otros investigadores 
determinaron que el espermatozoide de 
mamífero requiere de un cierto período de 
incubación en el útero y el oviducto, o bajo 
ciertas condiciones in vitro, de modo que 
pueda desarrollar ciertos câmbios celulares 
y moleculares que le dan la capacidad de 
fertilizar (Bedford, 1970; Barros, 1974; 
Meizel, 1978; Yanagimachi, 1981). Una 
definición operacional útil de capacitación 
se refiere a que aquellos eventos desarro-
llados durante dicho proceso preparan al 
espermatozoide para que pueda efectuar la 
reacción acrosómica (Bedford, 1970, 
1983). El proceso de capacitación puede 

incluir perdida de proteínas de superfície, 
câmbios en la permeabilidad a ciertos iones, 
reacciones bioquímicas a nivel de la 
membrana plasmática (fundamentalmente 
aquella que implican fosfolípidos), acti-
vación de enzimas hidrolíticas, etc. (Barros, 
1974; Meizel, 1984; Llanos y Meizel, 
1983). Sin embargo, hasta el momento no 
hay un conocimiento detallado y secuencial 
de los posibles eventos de este proceso en 
mamíferos; además, dado que no hay di
ferencias morfológicas entre un esperma
tozoide recién eyaculado y uno "capaci
tado", los procesos involucrados en la ca
pacitación debiesen ser esencialmente de 
caracter bioquímico-molecular (McRorie y 
Williams, 1974; Meizel, 1984). Experi
mentalmente se ha considerado que el es
permatozoide capacitado es capaz de mo-
verse en forma muy vigorosa, hecho que se 
ha definido como hiperactivación de la 
motilidad (Yanagimachi, 1981), cuya ca
racterística principal se refiere a un mo-
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vimiento del flagelo tipo "fusta de látigo" y 
la cabeza del espermatozoide trazando fi
guras de 8s erráticas. Actualmente la hi-
peractivación está reconocida en la mayoria 
de las espécies de mamíferos (Yanagimachi, 
1981), sugiriéndose que su significado fi
siológico —desde un punto de vista hidro-
dinámico— estaria relacionado con la faci-
litación de la penetraciôn a través dei 
cúmulo y la zona pelúcida durante el pro-
ceso de fertilización (Katz y Overstreet, 
1980). En relación a este punto, es im
portante hacer notar que Katz y Yanagi
machi (1980) han observado espermato-
zoides de hamster hiperactivados locali
zados en la pared de la ámpula dei ovi-
ducto en el momento de la fertilización. 

Acrosoma y reacción acrosómica (RA) 

El acrosoma dei espermatozoide de mamí
fero es un organelo que cubre los dos 
tercios anteriores de la cabeza de esta célula 
y que ha sido definido como un lisosoma 
modificado y altamente especializado 
(Hartree, 1975) o bien como un gránulo 
secretorio (Friend, 1977). La matriz acro
somal está delimitada por una membrana 
acrosomal externa cercana a la membrana 
plasmática de la cabeza dei espermatozoide 
y una membrana acrosomal interna sobre la 
membrana nuclear (Fig. 1). La reacción 
acrosómica (RA) es un proceso exocitótico 
organizado y progresivo que consta de una 

Fig. 1: Diagrama que muestra progreso de la RA. 1. 
acrosoma intacto antes de la RA. 2. Fusion y vesiculación 
de la M.P. y la M.A.E. en multiples sítios. 3. El esperma
tozoide reaccionado se aleja de Ias vesículas ya formadas. 
4. La reacción se ha completado. 
Abreviaturas: M.P., membrana plasmática; M.A.E., 
membrana acrosomal externa; M.A.I., membrana acro
somal interna; S.E., segmento ecuatorial; R.P.A., region 
post acrosomal; P.F., punto de fusion de M.P. y M.A.E. a 
nivel del S.E. (critério morfológico a nivel de microscopia 
electrónica para definir una RA fisiológica); M. Ac, 
matriz acrosomal. 

fusion y posteriormente vesiculación (fe
nestration) de la membrana acrosomal 
externa y la plasmática que la recubre 
(Barros et ai, 1967; Bedford, 1970, 1983; 
Rusell et al. 1979; y Fig. 1). Se ha plantea-
do que este evento es esencial para el paso 
dei espermatozoide a través de la matriz dei 
cúmulo oóforo, como también para el paso 
a través de la zona pelúcida y para la fusion 
del espermatozoide con la membrana 
plasmática del oocito. También se ha plan-
teado que Ias enzimas hidrolíticas liberadas 
dei acrosoma como resultado de la RA o 
asociadas a la membrana acrosomal interna 
estarían jugando una función putativa en 
los eventos antes citados (McRorie y 
Williams, 1974). El tiempo que demora el 
espermatozoide en experimentar la RA va
ria de acuerdo a la espécie y Ias condiciones 
de incubación; Yanagimachi y Usui (1974) 
demostraron que el espermatozoide "capa
citado" de cobayo experimentaba la RA 
luego de 1 minuto de exposición a iones 
Ca + + ; Talbot y Franklin (1976) estimaron 
en aproximadamente 20 min el tiempo 
requerido por el espermatozoide de 
hamster para completar la RA. Poste
riormente Ohzu y Yanagimachi (1982) y 
Riffo y Llanos (1985) demostraron que la 
RA puede ser inducida en un alto porcen-
taje en espermatozoides de hamster, luego 
de 0,5-1 min de la adición dei fusógeno 
lisofosfatidilcolina. El tiempo requerido 
por el espermatozoide fertilizante para 
experimentar la RA in vivo no es sabido 
con certeza. 

Además de lo ya planteado, Yanagimachi 
(1977, 1978) ha postulado otra función 
biológica para la RA; de acuerdo a su po
sition, este evento gatillaría a través de un 
mecanismo no conocido aún, un cambio 
fisiológico en la membrana plasmática que 
cubre el segmento ecuatorial, y/o la region 
postacrosomal, lo que traería como con-
secuencia que dicha membrana fuese capaz 
de fusionarse con la membrana plasmática 
dei oocito. 

Siendo entonces capacitación y RA even
tos importantes para el proceso de fer
tilización, y que además involucran prin
cipalmente estructuras de membrana dei 
espermatozoide, en este artículo trataremos 
de dar una vision acerca de Ias reacciones 
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bioquímicas a nivel de membranas que ocu-
rren en el espermatozoide durante la 
capacitación y/o la RA, y que llevarían 
principalmente a: estimulación de reac-
ciones de transmetilación de fosfolípidos, 
activación de enzimas relacionadas como 
Fosfolipasas de tipo A 2 , y la posible 
función de los productos de la acción de 
dicha enzima (lisofosfolípidos y ácidos 
grasos); trabajos en los cuales hemos estado 
involucrados en los últimos 5 anos. Fi
nalmente, se tratará de resumir e integrar la 
función de otras enzimas hidrolíticas con-
tenidas en la estructura acrosomal y que 
podrían estar participando en alguno de los 
eventos asociados a la RA en espermato
zoide de mamíferos. 

DISENO EXPERIMENTAL 

Nuestros estúdios han sido llevados a cabo 
fundamentalmente en un sitema quími-
camente definido de inducción de capaci
tación y RA en espermatozoide de hamster 
dorado, que entraremos a detallar bre
vemente. 

Preparación de los espermatozoides para la 
incubación 

Espermatozoides extraídos de la region 
caudal dei epidídimo de hamsters, mante-
nidos al menos durante 1 mes con un ciclo 
14 h luz: 10 h oscuridad, fueron lavados en 
buffer fosfato salino-sacarosa (PBS-saca-
rosa) pH 7,3 y enseguida pasados a través 
de una columna de perlas de vidrio con el 
objeto de obtener una fraccion enriquecida 
de espermatozoides viables (80-90% de 
motilidad); todos los procedimientos se 
llevaron a cabo exactamente tal como se ha 
descrito previamente (Meizel et al, 1980; 
Llanos y Meizel, 1983). 

Incubación de los espermatozoides (Con
diciones generates básicas) 

Los espermatozoides obtenidos de la co
lumna de perlas de vidrio fueron incubados 
en volúmenes de 0,1 ó 2 ml (en tubo ep-
pendorf cónico de 1,5 ml, o en tubo de 
polipropileno de fondo redondo de 38 ml 

de capacidad, respectivamente). La incu
bación se llevó a cabo a 37°C en atmosfera 
húmeda de 5% C 0 2 /95% aire. Cada sus
pension de espermatozoides de 100 jul 
contenía: 20 jitl de albúmina de bovino 
purificada por precipitación con ácido 
tricloroacético y resolubilización con eta-
nol (TCA-BSA, 60 mg/ml en PBS pH 
7,3), 5 nl de hipotaurina o taurina (10 mM 
en PBS), 5 fil de (-) epinefrina (1,4 mM en 
PBS), 70-X n\ de buffer Tyrode pH 7,3 
adicionado de TCA-BSA, lactato, piruvato 
y glucosa, y X iil de suspension de esper
matozoides para proporcionar una con-
centración final de 2,25-2,50 x IO 6 célu
las/ml (Llanos et al., 1982). 

Procedimientos experimentales específicos 

Para todos los procedimientos utilizados en 
experimentos específicos tendientes a 
demostrar participación y activación de 
fosfolipasa A 2 durante la RA, activación de 
la trayectoria de metilación de fosfolípidos 
durante el proceso de capacitación in vitro 
y la función de los lisofosfolípidos agre
gados exógenamente como inductores rá
pidos de la RA, el autor se referirá a Ias 
siguientes publicaciones: Llanos et al, 
1982; Llanos y Meizel, 1983; Dravland et 
al, 1984; Riffo y Llanos, 1985. 

Evaluación de motilidad, hiperactivación y 
reacciones acrosómicas de los espermato
zoides 

El porcentaje de espermatozoides reaccio-
nados fue determinado al contar al menos 
100 de dichos espermatozoides con moti
lidad vigorosa, utilizando microscopía de 
fase contrastada a una magnificación de 
400x. El porcentaje de espermatozoides 
con motilidad fue en algunos casos deter
minado de la misma forma y en otros casos 
fue determinado en forma subjetiva bajo 
campo oscuro a una magnificación de 125x. 
La hiperactivación fue siempre determinada 
en forma subjetiva. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Inhibidores de reacciones de 
transmetilación. Efecto sobre capacitación 
y/o RA "in vitro" 
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La via de metilación de fosfolípidos con
siste en la formation de fosfatidilcolina 
(FC) a partir de fosfatidiletanolamina (FE) 
a través de sucesivas reacciones de meti
lación que utilizan S-adenosilmetionina 
(SAM) como el agente donante de grupos 
metilo; los intermediários de esta trayec-
toria bioquímica son la fosfatidil-N-mo-
nometil-etanolamina (FNE) y la fosfati-
dil-N-N-dimetiletanolamina (FNNE) y las 
enzimas que catalizan estas reacciones son 
las Fosfolípido metiltransferasas I y II 
(FMT I y II; Fig. 2). Se ha considerado que 
estas reacciones a nivel de la membrana 
plasmática de una gran variedad de células 
podrían estar jugando un papel fisiológico 
en eventos mediados por receptores de 
membrana, especificamente en la trans
duction de sefíales externas en la forma de 
hormonas, neurotransmisores, factores de 
crecimiento, anticuerpos, drogas, etc. (Hi-
rata y Axelrod, 1980; Mato y Alemany, 
1983). Aun cuando la relación exacta entre 
activación celular y metilación de fosfolí
pidos no está resuelta aún, se ha postulado 
que este proceso podría estar activando el 
sistema de la adenilciclasa (Hirata y Axel
rod, 1980; Llanos et al, 1985), y 

también a eventos celulares que incluyen 
fusion de membranas como es el caso de la 
secreción de histamina por parte dei mas-
tocito (Hirata y Axelrod, 1980). 

Teniendo en cuenta entonces que tanto 
la capacitación como la RA parecen ser 
eventos mediados por receptores de 
membrana relacionados a aminas biógenas 
(Cornett y Meizel, 1978; Leibfried y Ba-
vister, 1982) y conociendo la existência de 
Ias enzimas específicas para la transmeti
lación de proteínas y fosfolípidos en la 
célula espermática (Bouchard et al, 1980; 
Janson y Sastry, 1981), nuestra primera 
aproximación experimental fue el adicionar 
al medio inductor de capacitación y RA, 
drogas inhibidoras de Ias reacciones de 
transmetilación dependientes de SAM, tales 
como la 3-Deazaadenosina (3-DZA) y 
Homocisteína tiolactona (Hei) (Chiang et 
ai, 1980). Al hacer un estúdio en el tiempo 
de Ias RA bajo dichas condiciones, se ob
servo un efecto inhibitorio de 3-DZA y Hei 
(o una combinación de ambas) de aproxi
madamente un 50% sobre las RA sin modi
ficar la viabilidad celular. Dichos resultados 
fueron los primeros en demostrar que in-
hibidores de transmetilaciones inhibían la 
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Fig. 2: Conversion enzimática de fosfatidiletanolamina a fosfatidilcolina. Abreviaturas: FMT I, fosfolípido metil 
transferasa I; FMT II, fosfolípido metiltransferasa II; SAM, S-adenosilmetionina. 
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RA y por consiguiente se requeria de es
túdios bioquímicos más detallados, no sólo 
para clarificar qué tipo de transmetilación 
está involucrado, sino también determinar 
su implicância en los eventos de membrana 
de la RA misma, en los eventos anteriores 
relacionados con la capacitación dei es
permatozoide o ambos (Meizel, 1981). 

Reacciones de transmetilación de 
fosfolípidos durante la capacitación 
"in vitro" 

Bajo el contexto citado anteriormente 
nuestros esfuerzos estuvieron dirigidos a 
tratar de establecer una relación entre Ias 
reacciones de transmetilación de fosfolí
pidos a nivel de espermatozoide y los pro-
cesos de capacitación y/o RA in vitro 
(Llanos y Meizel, 1983). Con este propó
sito los espermatozoides de hamster, ob-
tenidos como ya se ha descrito, fueron in
cubados en un medio inductor de capaci
tación y RA al que le fue adicionado 
3 H-metil-metionina para obtener su meta-
bolización intracelular a 3 H-SAM (el dador 
de grupos metilo). Luego de 0,5, 1,5, 2,5 y 
3,5 h de incubación, los espermatozoides 
fueron separados y tratados con una mezcla 
de cloroformo-metanol-HC 1 2 N para la 
extracción de fosfolípidos totales. Los re
sultados revelaron que el grupo 3 H-meti lo 
fue incorporado a la fraccion lipídica ob-
tenida, con una máxima incorporation a Ias 
3,5 h de incubación, y un marcado in
cremento (más dei 50% dei total) entre Ias 
2,5 y 3,5 h de incubación. La captacion de 
metionina radioactiva por parte de los 
espermatozoides alcanzó su punto máximo 
a Ias 1,5 h de incubación, sin variar a 
tiempos más prolongados. A Ias 3,5 h de 
incubación, aproximadamente el 10% de los 
espermatozoides presentaba RA, Ias cuales 
eran aumentadas a un 56% luego de 10 min 
de la adición dei fusógeno lisofosfatidilco-
lina (LFC), hecho por el cual consideramos 
ese porcentaje de espermatozoides to
talmente capacitados de acuerdo a la defi
nition operacional ya antes citada; es im
portante también seííalar que a Ias 2,5 h de 
incubación LFC fue incapaz de inducir RA. 
Otros experimentos en los cuales se incluyó 
Hei y 3-DZA en el medio de incubación, la 

incorporación de grupos 3 H-metilo a la 
fraccion lipídica fue inhibida en aproxi
madamente 90%; además, en este sistema, 
dichos agentes causaron una inhibición de 
Ias RA inducidas por LFC de más o menos 
un 60%. Cuando los fosfolípidos 3 H-meti-
lados fueron separados por cromatografía 
en placa fina, se observo la presencia de 
FNE y FNNE en mayor proporción, y una 
proporción menor de FC; además un lípido 
no identificado presentaba una marcación 
isotópica bastante elevada. Hemos sugerido 
que este lípido podría tratarse de un 
plasmalógeno de FNE, ya que otros lípidos 
que se utilizaron como estándar en la iden
tification de dicho lípido, como plasmaló
geno de colina y esteres metílicos de ácidos 
grasos presentaban valores de Rf bastante 
diferentes. Aunque el porcentaje de mar
cación dei lípido desconocido es bastante 
alto (un 38% dei total) no es posible por el 
momento especular acerca de su función. 

Se puede sugerir varias maneras por Ias 
cuales Ias reacciones de transmetilación de 
fosfolípidos podrían ser importantes en los 
eventos de membrana de la capacitación y 
RA. Es sabido por ejemplo que FNE au
menta la fluidez de la membrana dei eri-
trocito (Hirata y Axelrod, 1980). En 
nuestro caso la presencia de FNE en el 
espermatozoide de hamster, y por con
siguiente el aumento de fluidez a nivel de 
Ias membranas parecen ser importantes en 
la capacitación y/o la RA, como ha sido 
sugerido anteriormente por Friend (1982); 
por otro lado, (Hirata y Axelrod, 1980) se 
ha sugerido que la metilación de fosfolí
pidos podría facilitar la entrada de Ca + + al 
interior de Ias células y es sabido que el 
Ca + + es indispensable para la RA (Yanagi
machi y Usui, 1974). Además, debemos 
hacer notar que Ias reacciones de transme
tilación de fosfolípidos facilitan la trans
location de dichos fosfolípidos (flip-flop) 
lo cual causa una perturbación a nivel de la 
membrana plasmática que eventualmente 
podría facilitar los eventos de fusion aso-
ciados a la RA. 

Dado que la incorporación de grupos 
3 H-metilo fueron distribuídos en una alta 
proporción en FNE y FNNE (54,6% dei 
total incorporado), los precursores de FC, 
se debe tomar en cuenta que dicha incorpo-
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ración corresponde a 3,5 h de incubación, 
tiempo en el cual recién los espermato
zoides comienzan a experimentar la RA; 
por consiguiente es posible pensar que FC 
se acumula durante los eventos tem-
pranos de la RA sirviendo como sustrato 
para fosfolipasa(s) A 2 (Llanos et ai, 1982) 
cuyo producto de su actividad, una LFC 
endógena, actúa en los eventos de fusion 
en vários sitios de la membrana plasmática, 
promoviendo así la posterior fenestración y 
por ende finalmente la culminación de la 
RA. Un mecanismo similar ha sido plantea-
do por Hirata y Axelrod (1980) para la 
exocitosis de gránulos secretorios en mas-
tocitos. 

Finalmente, debemos hacer notar que 
tanto 3-DZA como Hei también son ca-
paces de inhibir carboximetilación de pro
teínas (Tezón, 1983) y que los sustratos y 
enzimas para la carboximetilación de proteí
nas se han encontrado en la cola dei es
permatozoide de rata (Bouchard et al, 
1980). Adicionalmente, Tezón (1983) 
observo que el proceso de carboximeti
lación de proteínas aumentaba práctica-
mente al doble en los espermatozoides de 
hamster con motilidad durante la capaci
tación de dichas células en un medio defi
nido, sugiriendo que carboximetilación de 
proteínas estaria asociada al mecanismo 
por el cual se produce la hiperactivación de 
la motilidad, probablemente inducida por 
catecolaminas, lo cual proveería de un pa
râmetro bioquímico apropiado para el estú
dio de uno de los eventos dei proceso de 
capacitación. Indudablemente que se nece-
sitan mayores estúdios para poder plantear 
una función específica de metilación de 
fosfolípidos y proteínas durante el proce
so de capacitación y RA. 

Actividad de fosfolipasas y su relación con 
la reacción acrosómica 

Hace bastante tiempo que se ha hipoteti-
zado que tanto la actividad de fosfolipasa A 
como los produetos de su actividad, los 
lisofosfolípidos, podrían estar implicados 
en eventos celulares exocitóticos (Bach, 
1974). Debido a esto Lucy (1975) sugirió 
la posible participation de fosfolipasa A en 
la reacción de acrosoma dei espermatozoide 

de mamífero. Anteriormente Allison y 
Hartree (1970) habían reportado la pre
sencia de fosfolipasa A en extractos acro-
somales de espermatozoides de carnero. 
Ultimamente, actividad de Fosfolipasa A 2 

(definida así por presentar inhibición ca
racterística por bromuro de p-bromofena-
cilo) (Volwerk et al, 1974) se ha encon
trado asociada a material soluble y vesí-
culas una vez que el espermatozoide de 
hamster ha desarrollado la RA (Llanos et 
al, 1982). De esa forma parece no caber 
duda de la existência de fosfolipasa A 2 en 
las estrueturas asociadas a la cabeza dei 
espermatozoide (Fig. 3). 
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H 2 C O t FJ ,-è-OCH 2-CH2-N-(CH 3)3 
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Fig. 3: Acción de diferentes tipos de fosfolipasas en 
diferentes sitios de la fosfatidileolina. 

Evidencias que sugieren función de 
fosfolipasa A2 (FLA2) en la 
reacción acrosómica 

En 1979, Lui y Meizel observaron que 
tanto en un sistema sincrónico como asin-
crónico de indueción de RA, dos inhi-
bidores de fosfolipasa A 2 : mepacrina y 
bromuro de p-bromofenacilo, eran agentes 
capaces de bloquear la reacción acrosómica 
in vitro. Similares resultados fueron obte-
nidos por Ono et al, (1982) cuando adi-
cionaron dichos inhibidores a un sistema in 
vitro inductor de capacitación y RA en 
espermatozoide de cobayo; sin embargo, en 
estos estúdios se utilizo albúmina no puri
ficada, que contiene actividad de fosfoli
pasa A 2 como contaminante (Elsbach y 
Pettis, 1973), siendo esta enzima exógena 
la que pudo inducir RA, tal como ha sido 
sugerido por Singleton y Killian (1983); de 
esta forma los resultados obtenidos con los 
inhibidores se pueden haber debido, al 
menos en parte, a una inhibición de la 
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enzima exógena. Posteriormente Llanos et 
ai, (1982) demostraron que la actividad de 
fosfolipasa A 2 es liberada al medio de in
cubación como resultado de la RA de es
permatozoide de hamster. En dichos traba-
jos se utilizaron dos sistemas inductores de 
RA, uno asincrónico con epinefrina y otro 
sincrónico, en que Ias RA fueron inducidas 
con el ionóforo de protones FCCP (car-
bonil-cianuro p-trifluorometroxifenilhidra-
zona). Luego de que un alto porcentaje de 
espermatozoides experimentara la RA, los 
sobrenadantes con medio de incubación y 
productos de la RA fueron parcialmente pu
rificados, encontrándose finalmente una ac
tividad aumentada de F L A 2 . La caracteri-
zación preliminar de la enzima revelo acti
vidad a pH 7,4-7,8, pero no a pH 4,5, 
estimulable por iones Ca + + , e inhibible por 
mepacrina y bromuro de p-bromofenacilo. 
Las características de dicha enzima co-
rresponden a FLA 2 asociadas a membranas 
de una variedad de células somáticas 
(Brockerhoff y Jensen, 1974). A este 
respecto es importante puntualizar que 
Thakkar y Franson (1984) demostraron la 
existência de FLA 2 asociada a alguna de Ias 
membranas dei espermatozoide humano, 
siendo sus características de pH, activación 
e inhibición semejante a Ias ya reportadas 
por nosotros (Llanos et al, 1982) para el 
caso dei espermatozoide de hamster. 

Singleton y Killian (1981) reportaron ias 
primeras evidencias sugiriendo que una 
FLA 2 comercial (de pancreas porcino) era 
capaz de estimular Ias RA de espermato
zoide de cobayo in vitro. Estos autores 
también sugirieron que FLA 2 asociada a 
BSA podría "imitar la accion de la FLA 2 

dei espermatozoide". Posteriormente, 
(Llanos et al, 1982) se demostro que una 
FLA 2 comercial (de veneno de abeja) era 
capaz de estimular la RA de espermato
zoides de hamster en ausência de epinefrina 
en el medio de incubación; sin embargo 
esta enzima no tenia ningún efecto en 
presencia de epinefrina. 

Estos resultados se pueden interpretar al 
considerar que la FLA 2 exógena puede es
timular RA bajo condiciones sub-óptimas 
de capacitación (ausência de epinefrina), es 
decir, cuando la actividad de la FLA 2 en-
dógena no es máxima; sin embargo, en 

presencia de epinefrina se produce una 
capacitación total, siendo la FLA 2 endó-
gena estimulada lo suficiente como para 
eliminar totalmente la necesidad de una 
enzima exógena. 

Desde otro punto de vista, se ha plantea-
do que la actividad de FLA 2 no estaria 
involucrada en RA, sino seria una con-
secuencia de la RA, más bien que un pré-
requisito para ella, y que su función estaria 
relacionada con fusion espermatozoide-oo-
cito (Conway y Metz, 1976). Sin embargo, 
Yanagimachi (1981) y Dravland y Meizel 
(1982) han demostrado que los inhibidores 
de FLA 2 no inhiben fusion espermatozoi-
de-oocito. De suerte que parece ser que la 
función de la FLA 2 de espermatozoide de 
mamífero está asociada a los eventos de la 
RA más bien que a la fusion de gametos. 

Efecto de los productos de la actividad 
de FLA 2 sobre la RA 

En el espermatozoide existe una gran va
riedad de fosfolípidos que podrían servir 
como sustratos para la acción de FLA 2 

produciendo una sustância de caracterís
ticas fusógenas como son los lisofosfolí-
pidos (Mann y Lutwak-Mann, 1981). Uti
lizando espermatozoides de cobayo, Fle
ming y Yanagimachi (1981) demostraron 
que la lisofosfatidilcolina (LFC) y lisofos-
fatidiletanolamina (LFE) podían estimular 
RA fisiológicas cuando eran adicionadas al 
medio de incubación en concentraciones 
apropiadas. Ozhu y Yanagimachi (1982) y 
Llanos y Meizel (1983) demostraron que 
LFC exógena puede estimular RA en es
permatozoides de hamster que ya han sido 
preincubados por un cierto período; es 
decir, podemos aventuramos a decir que 
LFC ejerce su efecto sólo sobre esperma
tozoides "capacitados". Dado que la in
duction de RA por LFC exógena es real
mente rápida (0,5-1 min) se puede sugerir 
que la producción de un lisofosfolípido 
(LFL) endógeno (muy probablemente 
LFC) por acción de FLA 2 dei espermato
zoide es una de Ias etapas finales de los 
eventos bioquímicos de la RA. Especifi
camente, dicho LFL endógeno actuaría 
promoviendo "per turbat ion" o "desestabi-
lización" de la membrana donde es produ-
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cido, jugando un papel vital en los eventos 
de fusion de las membranas comprometidas 
en la RA. La adición de LFC exógena, 
utilizada para inducir sincrónicamente RA 
en un alto porcentaje de espermatozoides 
capacitados, estaria entonces de algún 
modo " imitando" la acción de algún LFL 
endógeno. Aun cuando estamos conscientes 
de que la acción de LFC exógena podría 
estar sobrepasando algunas de Ias últimas 
etapas dei proceso de capacitación (o bien 
alguno de los eventos de la RA), creemos 
que esta no invalida la posibilidad que este 
método pueda ser utilizado como un agente 
de diagnóstico o "marcador" de la capaci
tación en espermatozoides de mamífero, 
como ya se ha sugerido (Llanos y Meizel, 
1983; Riffo y Llanos, 1985). El hecho de 
que los espermatozoides sean capaces de 
responder a la acción de LFC exógena sólo 
después de un período de incubación de
terminado (1-3 h según condiciones de in
cubación), sugiere que Ias membranas aso-
ciadas a la cabeza dei espermatozoide 
(membrana plasmática y probablemente 
acrosomal externa) son gradualmente mo
dificadas en su composición durante la in
cubación; existe también una segunda 
probabilidad relacionada con sustancias que 
estarían recubriendo la superfície dei es
permatozoide, que al ser también gra
dualmente removidas durante la incubación 
permitirían la acción funcional de LFC; 
finalmente, tampoco se puede descartar 
una combinación de ambos fenômenos. En 
relación a la capacidad fertilizante dei es
permatozoide inducido a reaccionar con 
LFC, Ohzu y Yanagimachi (1982) de-
mostraron que dichos espermatozoides eran 
capaces de fertilizar un 86% de los oocitos 
con zona pelúcida luego de una hora de 
coincubación; bajo esas condiciones nin-
guno de los oocitos inseminados con es
permatozoides no tratados con LFC fue 
fertilizado. 

No debemos olvidar finalmente que otro 
de los productos de la acción de FLA 2 son 
los ácidos grasos; en relación a este punto, 
Creutz (1981) ha demostrado que ácidos 
grasos cis-no saturados (cis-AG) favorecen 
la agregación de gránulos de cromafín ais-
lados. Posteriormente se demostro (Meizel 
y Turner, 1983) que los ácidos cis-oleico, 

cis-vaccenico y araquidónico estimulaban la 
RA de espermatozoide de hamster in vitro 
15 min después de su adición al medio. Es 
probable entonces que los cis-AG y LFC 
tengan funciones diferentes en los eventos 
de membrana de la RA. Karnovsky et al. 
(1982) sugiere que los cis-AG podrían 
perturbar membranas a través de câmbios 
en "fluidificación local" (a nivel de un 
"microdominio"); de suerte que, si los 
cis-AG son liberados por acción de F L A 2 , 
ellos debieran estimular la RA por câmbios 
en la fluidez de Ias membranas involucradas 
en dicho evento exocitótico. Es probable 
también que los resultados con ácido ara
quidónico se deban a metabolización de 
este compuesto a prostaglandinas como 
P G E 2 ; a este respecto Nuzzo et al., (1983) 
han reportado evidencias sugiriendo que 
'PGE' estimula la RA de espermatozoide de 
cobayo. Quizás los metabolitos dei ácido 
araquidónico dei espermatozoide y/o los 
secretados por el tracto reproductivo fe-
menino tienen una función en la RA in 
vivo; a este punto hay que agregar que el 
cúmulo oóforo —un sitio putativo de ini
tiation de la RA in vitro— secreta PGE 2 

(Schuetz y Dubin, 1981). 

Posible función de otro tipo de fosfolipasas 
en capacitación y RA 

Trabajos de Srivastava et al. (1982) han 
demostrado la presencia de fosfolipasa C a 
nivel de Ias membranas asociadas a la ca
beza dei espermatozoide de mamífero (Fig. 
3), lo cual hizo sugerir a los autores que 
dicha enzima podría estar implicada en al
guno de los eventos de la RA; se ha suge
rido que fosfolipasa C (Mitchell, 1982) 
podría generar como un producto indi-
recto, una alta concentración de ácido fos-
fatídico que ha sido considerado como un 
ionóforo de C a + + , y puesto que el C a + + 

exógeno es esencial para la RA, entonces el 
influjo de C a + + podría ser explicado a 
través de dicho mecanismo. 

Un terreno fértil de investigación futura 
en este campo podría incluir el intento de 
establecer una relación entre Fosfolipasa C, 
Fosfatidilinositol (FI), fosfatidilinositol-
monofosfato (FI 4P) y fosfatidilinositol-
difosfato (FI 4,5 P 2 ) ; y esto debido a que 
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se ha planteado que los productos de la 
acción de fosfolipasa C sobre FI 4,5 P 2 ; es 
decir, diacilglicerol (DG) e inositoltrifos-
fato ( IP 3 ) jugarían papeles cruciales en la 
funcionalidad de una variedad de células 
somáticas estimuladas por ciertos agonistas 
(Berridge, 1984). 

En el caso específico dei espermato
zoide, si bien se ha considerado que C a + + 

exógeno no es esencial para la capacitación, 
no se puede descartar una movilización de 
C a + + intracelular desde compartimientos 
"almacenadores" de C a + + a otros sitios 
donde podría estimular reacciones bio
químicas propias dei proceso de capaci
tación; a este respecto se ha considerado 
que el IP 3 juega un papel importantísimo 
en la movilización de C a + + intracelular 
(Berridge, 1984). Por otro lado, durante la 
capacitación se ha postulado la aparición de 
proteínas fosforiladas, sin embargo, la 
proteína quinasa responsable de estas fos-
forilaciones no ha sido bien establecida 
(dependiente o no de cAMP) (Garbers y 
Kopf, 1980). A este respecto, el diacilgli
cerol (el otro producto de la fosfolipasa C) 
juega un papel fundamental en la activación 
de la nueva proteína quinasa C (Berridge, 
1984). De modo que investigaciones fu
turas en relación a fosfolipasa C, I P 3 , DG y 
proteína quinasa C como factores regula
dores de la funcionalidad dei espermato
zoide, podrían dar nuevas expectativas para 
el cónocimiento global de Ias bases mole
culares de la capacitación y/o la RA. 

Posible función de otras enzimas 
hidrolíticas acrosomales en la RA 

Dado que existen numerosos tipos de en
zimas asociadas a la estructura acroso
mal (McRorie y Williams, 1974), se ha 
sugerido la participación de algunas de ellas 
en la RA. Especificamente se ha planteado 
la posible función de: a) enzimas " t i p o -
tripsina", probablemente acrosina (acti
vación de otras enzimas hidrolíticas, o 
hidrólisis de proteínas de membrana lo que 
facilitaria fusion), b) Mg + +-ATPasa (regu
lation del pH intra-acrosomal). c) Na + -
K +-ATPasa (influjo de K + , importante en 
capacitación y RA). d) ATPasa transpor
tadora de Ca + + (influjo de Ca + + , fundamen
tal para RA). 

Para obtener un cónocimiento más de-
tallado acerca de la información planteada, 
el lector podrá consultar Ias excelentes re-
visiones de McRorie y Williams (1974), 
Meizel (1978, 1984) y Yanagimachi 
(1981). 

INTEGRACION Y CONCLUSIONES FINALES 

Diversos autores han planteado su propio 
mecanismo molecular para explicar los 
eventos de la RA, los cuales han sido in
terpretados bastante fielmente por Yana
gimachi (1981). 

En base a lo que se ha planteado, se 
sugiere acá un mecanismo molecular para la 
explicación de la RA, que no está exento 
de mucha especulación e imaginacion, pero 
que sin embargo se basa en la interpre
tation de evidencias experimentales publi
cadas durante los últimos anos. Para poder 
establecer el modelo de RA que se plantea 
de acuerdo a lo ya descrito, se asumirá 
como puntos básicos los siguientes. 

1. Las reacciones de transmetilación de 
fosfolípidos estimuladas por sefiales 
externas ocurren preferentemente a nivel 
de la membrana plasmática (con acumu-
lación de FC en la monocapa externa) 
(Hirata y Axelrod, 1980; Mato y Ale-
many, 1983). 

2. Las características de la actividad de 
FLA 2 asociada a la cabeza dei esperma
tozoide hace suponer que dicha enzima 
está asociada a membranas (Llanos et al., 
1982; Thakkar y Franson, 1984; Broc-
kerhoff y Jensen, 1974). 

3. Participación dei sistema proacrosina-
acrosina (o alguna otra enzima "t ipo 
tripsina") en los eventos de membrana 
de la RA (Dravland et al, 1984), cuya 
ubicatión seria la matriz acrosomal 
(Green y Hockaday, 1978). 

El mecanismo hipotético que se plantea 
para la RA, y que está basado fundamen
talmente en estúdios realizados en esper
matozoides de hamster, es el siguiente (ver 
Fig. 4). 

Durante la capacitación Ias reacciones de 
transmetilación de fosfolípidos a nivel de la 
membrana plasmática sobre el acrosoma 
serían inducidas por epinefrina; estas re-
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Fig. 4: Diagrama del modelo planteado para el mecanismo 
de la RA (ver detalles en el texto de la sección integración 
y conclusiones finales). Abreviaturas y signos: E, epine
frina; R, receptor; FMT(S); fosfolípido metil transferasas; 
FE, fosfatidiletanolamina; FNE, fosfatidil-N-monometil 
tanolamina; FNNE, fosfatidil-N-N-dimetiletanolamina; 
FC, fosfatidilcolina; M.P., membrana plasmática; E.I.M., 
espacio intermembranas; M.A.E., membrana acrosomal 
externa; M.Ac., matriz acrosomal; FLAj^ z), fosfolipasa 
A 2 zimógeno; FLA2(a)> fosfolipasa A 2 activa; p, péptido; 
LFC, lisofosfatidilcolina; AG, ácido graso; + efecto es-
timulatorio, - efecto inhibitorio; t, aumento de; A -*B -*• 
C, eventos irreversibles. 

acciones producirían un aumento de fluidez 
de la membrana plasmática y acumulacion 
de FC (el sustrato para F L A 2 ) en la cara 
externa de dicha membrana. Probable-
mente a través de este mecanismo o algún 
otro, el C a + + externo fluiria (posiblemente 
por apertura de algún canal de C a + + ) al 
espacio entre la membrana plasmática y la 
acrosomal externa. El influjo de C a + + po
dría actuar inhibiendo una Mg + + -ATPasa 
(bomba de H + ) y activando un ATPasa 
dependiente de C a + + , (ambas localizadas en 

la membrana acrosomal externa) lo que se 
traduciría en un aumento de K + y agua al 
interior dei acrosoma. El hinchamiento dei 
acrosoma favoreceria la sobreposición de 
Ias membranas plasmática y acrosomal 
externa; al mismo tiempo, el aumento de 
C a + + y pH intraacrosonal produciría la ac
tivation de proacrosina a acrosina (o alguna 
otra enzima "tipo tripsina") a nivel de la 
matriz acrosomal; acrosina activaría por 
proteolisis una FLA 2 (al estado de Zimó
geno, asociada a la membrana acrosomal 
externa), dicha FLA 2 al perder un péptido 
sufriría un cambio conformacional que no 
sólo favoreceria su actividad, sino también 
cambiaria sus características lipofílicas, 
pudiendo "insertarse" hasta la parte ex
terna de la membrana plasmática donde 
existiria gran cantidad de sustrato FC 
(producido anteriormente por metilacio-
nes) ;la acción de FLA 2 produciría el fusó-
geno lisofosfatidilcolina y probablemente 
ácidos grasos cis-no saturados que induci-
rían fusion de Ias membranas ya sobre-
puestas. La albúmina, que puede ligar LFC 
y ácidos grasos, podría estar regulando Ias 
cantidades de dichas sustancias a una 
concentración optima para causar fusion, 
sin inhibir otras moléculas de FLA 2 por 
exceso de producto. Una vez producidas Ias 
fusiones en diferentes sitios dei área acro
somal, la vesiculación (fenestración) seria 
un proceso favorecido termodinámica-
mente que se desarrollaría en forma es
pontânea. 

Finalmente, aunque no se descarta la 
formación de fusógeno a nivel de la 
membrana acrosomal externa ni la posible 
presencia de FLA 2 a nivel de la membrana 
plasmática, la preferencia por la hipótesis 
ya generada permite plantear una se-
cuencia vectorial de lo que podría ser un 
interesante proceso de regulación concer
tada para producir en forma más sincrónica 
los irreversibles eventos de la RA en es
permatozoide de mamífero. 
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