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INTRODUCCION

La reaccion acrosomal (RA) es un proceso de exocitosis regulada que prepara al espermatozoide, para
adquirir la habilidad fertilizante, solamente espermatozoides con RA se unen y fusionan con la MP del
ovulo [1]. La RA forma un nuevo dominio en la MP de la region ecuatorial del acrosoma, que es
reconocida por la MP del 6vulo. La actina que es polimerizada durante la capacitacion y/o RA en las
regiones ecuatorial y postacrosomal de los espermatozoides del cerdo [2,3] del cobayo [4] y del bovino
[5]. Para identificar el mecanismo por el cual ocurre la polimerizacion de actina en la region
postacrosomal de los espermatozoides del cobayo con RA, investigamos la presencia de proteinas que se
relacionan con la actina y su participacion en un modelo muy conservado de polimerizacion de actina,
que se presenta en muchos tipos celulares. El modelo general explica las vias de transduccion de sefiales
que regulan la dindmica del citoesqueleto de actina a través de las proteinas G. Estos estudios, han
mostrado que la familia de GTPasas Rho; ejemplo; Cdc42 recluta y activa a proteinas de la familia WASp
(ejemplo WASp.), WASp activada expone sitios de uniéon para proteinas relacionadas con la
polimerizacion de actina: dominio (A) para el complejo Arp2/3, que nuclea filamentos de actina, el sitio
(P) para la profilina y la region (W) para la actina monomérica [6].

Recientemente se ha sugerido que el mecanismo por el cual ocurre la polimerizacion de actina en la
region postacrosomal de los espermatozoides del cobayo con RA, se da por el mecanismo previamente
descrito. ya que por IFI en espermatozoides no capacitados, capacitados y con RA se localizdé a WASp,
Arp2/3, profilinas I y II, y tres GTPasas (Cdc42, RhoB y RhoA) y su presencia fue corroborada por
Western blotting. Ademads, en espermatozoides capacitados durante incubacion prolongada y en células
con RA, WASp y profilina II fueron translocadas a la region postacrosomal, (Arp2/3 ya estaban
presentes en la region); asi, todas estaban presentes en el tiempo en que ocurre la polimerizacion de
actina. Estos eventos fueron inhibidos por GDP-B-S y promovidos por el LPA y el GTP-y-S, un inhibidor
y dos activadores de GTPasas respectivamente. La asociacion de Cdc42-WASp se identifico por
inmunoprecipitacion, en espermatozoides capacitados y esta casi ausente en gametos no capacitados [7].

OBJETIVOS

1.- Determinar si alguna de las proteinas que participan en la dindmica del citoesqueleto de actina como
(Arp2/3, profilinas I y II y las tres GTPasas (RhoA, RhoB y Cdc42), coexisten o colocalizan con WASp
en la region acrosomal y postacrosomal de los espermatozoides del cobayo durante la capacitacion y/o
con RA.

2.- Valorar si alguna de las proteinas que participan en la dinamica del citoesqueleto de actina,
coprecipitan “forman complejo con WASp” en los espermatozoides del cobayo con RA.

METODOLOGIA

Obtencion de la muestra espermatica

Los espermatozoides fueron obtenidos del conducto deferente y lavados dos veces mediante
centrifugacion/ resuspension a 3000 rpm durante 3 min. en NaCl 0.154 M. Enseguida se fijaron durante
1 h. con formaldehido al 3% en PBS (NaCl 0.14 mM, KCI 2.7 mM, KH,PO, 1.5 mM, Na,HPO, 8.1
mM, pH 7.4). Al término de la fijacion, las muestras fueron neutralizadas en NH4CI-PBS 50mM por 10
min. Finalmente las muestras se lavaron en PBS y luego dos veces con H,O bidestilada para ser montadas
en portaobjetos limpios.
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Capacitacion y Reaccion acrosomal.

Los espermatozoides obtenidos del conducto deferente fueron lavados dos veces mediante centrifugacion
resuspension en NaCl 0.154 M y se ajustd la concentracion a 1x10° espermatozoides/ml como lo describe
[8]. Para su capacitacion, las células se incubaron a 37°C durante 3 h., en un medio minimo de cultivo
suplementado con (NaCl, 119.4 mM; KCL, 4.8 mM; CaCl,, 1.0mM; MgS0O,, 1.2 mM; KH,PO,, 1.2mM;
NaHCO;, 25mM; dextrosa SmM; acido lactico, 21 mM; acido piravico, 0.25 mM; pH 7.4). Muestras
alicuotas fueron valoradas al microscopio por intervalos de 15 min. para observar la motilidad
hiperactivada (Indicador de capacitacion). Al término del tiempo de incubacion correspondiente, las
muestras alicuotas fueron fijadas en formaldehido al 3% en PBS por 1 h. Las células capacitadas y no
capacitadas, se lavaron dos veces con PBS mediante centrifugacion/ resuspension. Enseguida se retiro el
sobrenadante y se resuspendié en 1ml de NH4CI (50 mM en PBS) durante 10 min. Posteriormente fueron
lavados nuevamente por centrifugacion / resuspension en PBS y por ultimo con agua bidestilada. Con esta
ultima suspension se prepararon frotis de las diferentes muestras. Las cuales se dejaron secar a
temperatura ambiente. Finalmente para valorar el doble marcaje las células se permeabilizaron con
acetona absoluta por 8 min a -20°C y se lavaron (3 veces) en PBS durante 7 min cada vez. Para la
deteccion de las proteinas WASp con las proteinas que regulan citoesqueleto de actina se trataron con el
Ac anti-WASp (diluido 1:1000) en PBS-BSA al 1% con su fluoroforo correspondiente y las otras
proteinas diluidas 1:1000 también con su respectivo fluorocromo acoplado. Se dejaron actuar en la
obscuridad durante 1.5h a 37°C, en camara humeda. Después de tres lavados en PBS, las muestras fueron
montadas con glicerol:PBS entre porta y cubreobjetos y selladas con barniz de uiias. Las muestras fueron
observadas al microscopio Confocal.

Inmunoprecipitacion de Arp2/Arp3, Profilinas I y II, RhoA, RhoB y Cdc42 con WASp.

Las muestras no capacitadas y capacitadas en medio MCM-PL fueron incubadas con la proteina A/G
agarosa (para las proteinas mencionadas) y procesadas para PAGE y Western Blotting, este tltimo se
revelo con el anticuerpo anti-WASp.

RESULTADOS
En este trabajo mostramos; 1) La colocalizacion de proteinas que regulan el citoesqueleto de actina con
WASp en la region acrosomal y postacrosomal en los espermatozoides no capacitados, capacitados y en

células con RA a través de microscopia confocal y 2) Por inmunoprecipitacion la asociacion de RhoB-
WASp, Cdc42-WASp, Arp2/Arp3-WASp, Profilinal-WASp y Profilina II-WASp.

CONCLUSIONES

1.- La presencia de WASp con Arp2, Arp3, profilina I y II, RhoB y Cdc42 en la region postacrosomal en
células capacitadas y en gametos con RA sugieren su participacion en el proceso de polimerizacion de
actina en dicha region. Ademas forman complejo con WASp.

2.- se corrobora que uno de los mecanismos que promueve la polimerizacion de actina es a través de la
activacion de proteinas G pequeiias ya que la exoenzima C-3 inhibe de manera temprana y coordinada la
migracion de WASp y la polimerizacion de actina en la region postacrosomal en espermatozoides no
capacitados y capacitados.
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