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ABREVIATURAS 

 

γγγγ32ATP: ATP marcado con 32P. 

ααααSNAP: Proteína soluble alfa de unión a NSF. 

2-APB: 2-amino-etoxidifenilborato. 

AMPc: Adenosin monofosfato cíclico. 

Anti-ED: Anticuerpo que reconoce específicamente la secuencia próxima al 

residuo de serina 162 del dominio efector de MARCKS. 

Anti-fosfo MARCKS: Anticuerpo que reconoce los residuos de serina 

152/156 fosforilados del dominio efector de MARCKS. 

BSA: Albúmina sérica bovina. 

CatSper: Canales de Ca2+ Cation Sperm. 

DAG: Diacilglicerol. 

ED: Dominio Efector de MARCKS. 

Epac: Proteína de intercambio directamente activada por AMPc. 

GST: Glutatión S-transferasa. 

HRP: Peroxidasa de rabanito. 

HTF: Fluido tubárico humano. 

IP3: Inositol 1,4,5-trifosfato. 

LCA-TRITC: Lectina Lens culinaris conjugada con isotiocianato de 

tetrametilrodamina. 

MARCKS: Myristoylated Alanine-Rich C Kinase Substrate. 

N-19: anticuerpo que reconoce los residuos aminoacídicos 1-19 de la región 

N-terminal de MARCKS. 
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N-66: anticuerpo que reconoce los residuos de los aminoácidos 2-66 de la 

región N-terminal de MARCKS. 

NSF: Factor sensible a N-etilmaleimida. 

pED: Dominio Efector de MARCKS fosforilado in vitro 

PI3K: Fosfatidilinositol 3-quinasa. 

PI4K: Fosfatidilinositol 4-quinasa. 

PIP2: Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. 

PIP3: Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato. 

PKA: Proteína quinasa A. 

PKC: Proteína quinasa C. 

PLC: Fosfolipasa C. 

PLD: Fosfolipasa D. 

PMA: Forbol 12-miristato 13-acetato. 

PSA-FITC: Lectina Pisum sativum conjugada con isotiocianato de 

fluoresceína. 

sAC: Adenilato ciclasa soluble. 

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato 
sódico. 

SLO: Estreptolisina O.  

SNARE: Receptores de SNAP. 

SOCCs: Canales de calcio operados por reservorios. 

TMR: Tetrametilrodamina. 

VAMP: Proteína de membrana asociada a vesículas. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Durante la fecundación la gameta masculina, el espermatozoide, se 

fusiona con la gameta femenina, el ovocito, para formar un nuevo embrión 

diferente a sus progenitores. Para que esta fusión sea exitosa, cada gameta 

sufre una serie de transformaciones y modificaciones que la preparan para 

este encuentro. En el caso particular del espermatozoide, éste es formado 

durante la espermatogénesis y luego durante la espermiogénesis el 

espermatozoide adquiere sus estructuras distintivas que son la cabeza y el 

flagelo. A pesar de estos grandes cambios morfo-genéticos el 

espermatozoide es incapaz de fusionarse con el ovocito, para ello el 

espermatozoide debe sufrir otros cambios, que le permiten adquirir la 

capacidad fecundante. A continuación se describen los procesos a partir de 

los cuales se forma el espermatozoide y luego se describirán los eventos 

previos requeridos para que el espermatozoide fecunde al ovocito como 

maduración espermática, capacitación y un tipo especial de secreción 

denominada exocitosis acrosomal, proceso esencial para la penetración de 

la zona pelúcida y fusión con el ovocito.  

 

EL ESPERMATOZOIDE 

 

Los espermatozoides son generados en el testículo durante la 

espermatogénesis (De Rooij D. G. and Russell L. D. 2000; Chiarini-Garcia H. 

and Russell L. D. 2002; Xiao X. and Yang W. X. 2007). En el testículo se 

encuentran células llamadas espermatogonias que son células diploides, 

inmóviles y sin diferenciar. Estas células son capaces de dividirse y generar 

células diploides llamadas espermatocitos primarios. Estas células mediante 

división meiótica generan dos espermatocitos secundarios que luego 

vuelven a sufrir una segunda meiosis generando cuatro células haploides 

denominadas espermátides. Finalmente, las espermátides adquieren las 

características distintivas del espermatozoide mediante la espermiogénesis 
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(Fig. 1). Durante la espermiogénesis ocurren varios cambios morfo-

genéticos que incluyen: I) la formación de una única y gran vesícula 

denominada vesícula acrosomal, II) se genera la cabeza del 

espermatozoide, el cual contiene el núcleo altamente condensado, III) se 

origina el flagelo a partir de los centriolos, IV) se produce la migración y el 

ordenamiento de las mitocondrias en una vaina helicoidal alrededor del 

axonema en la pieza media de la cola del espermatozoide y V) se pierde la 

mayor parte del citoplasma (Olivera M., et al 2007) (Fig. 2). 

 

 

 

Una vez finalizado los procesos de espermatogénesis y la 

espermiogénesis se obtiene un espermatozoide formado por una cabeza 

responsable de transportar la carga nuclear y una cola la cual permite al 

espermatozoide a travesar el tracto reproductor femenino y las diversas 

envolturas que recubren al ovocito (Olivera M., et al 2007; Buffone M.G., et 

al 2012) (Fig. 3A). 

La forma de la cabeza del espermatozoide varía de acuerdo a la 

especie, por ejemplo los espermatozoides de ratón presentan una cabeza 

falciforme, mientras que los espermatozoides humanos presentan una 

cabeza espatulada (Eddy E. M. and O'Brien D. A. 1995). Además la cabeza 

de los espermatozoides humanos puede ser dividida en el núcleo y en la 

región acrosomal, que comprende una única vesícula secretoria denominada 

acrosoma, que puede a su vez subdividirse en la tapa acrosomal (TA) donde 

Espermatogénesis Espermiogénesis

Espermatocitos
Secundarios

Espermatocitos
Primarios

Espermatogonias

MITOSIS MEIOSIS I MEIOSIS II DIFERENCIACIÓN

Espermátides

Figura 1: Representación esquemática de la formación de los 
espermatozoides. Figura modificada de 
Http://biol2medio.com.ar/2009/06/espermatogenesis-en-los-tubulos.html  
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encuentran enzimas hidrolíticas que son liberadas durante la exocitosis 

acrosomal y el segmento ecuatorial (SE), que tiene una función primordial 

durante la fusión con el ovocito (Fig. 3A y B). 

 

 

 

El núcleo, se caracteriza por tener la cromatina altamente 

condensada y esto se debe al reemplazo de las histonas, por protaminas 

(Ward W. S. and Coffey D. S. 1991). La interacción del ADN con las 

protaminas es mediante puentes disulfuro, produciendo un 

empaquetamiento mayor del ADN, formando una estructura muy compacta 

denominada estructura cristalina del ADN. Este alto grado de compactación 

del ADN es incompatible con el proceso de replicación y transcripción (Ward 

W. S. and Coffey D. S. 1991). Si bien se ha descripto la presencia de ARN 

mensajeros en el espermatozoide (Boerke A., et al 2007), se desconoce la 

función de los mismos ya que el espermatozoide no presenta ribosomas. 

Recientemente se ha demostrado síntesis de proteínas en las mitocondrias 

(Gur Y. and Breitbart H. 2006), aunque la tasa de síntesis es prácticamente 

nula y todavía hay mucha controversia al respecto, por lo que se asume que 

Figura 2: Representación esquemática de la espermiogénesis. La 
espermiogénesis produce grandes alteraciones morfo-genéticas en la espermátide lo 
que lleva a la obtención de una célula altamente diferenciada formada por una 
cabeza y una cola. Figura modificada de 
https://wikis.engrade.com/gametogenesisyfecundaci1 
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el espermatozoide no es capaz de sintetizar proteínas. Por lo tanto la mayor 

parte de la actividad del espermatozoide se lleva a cabo mediante 

modificaciones postraduccionales ya que la síntesis de proteínas de novo es 

casi nula. 

 

 

 

 

 

 

El acrosoma es una gran vesícula que se localiza por encima del 

núcleo y al igual que la cabeza del espermatozoide, el tamaño y la forma de 

esta vesícula varía entre especies. Esta gran vesícula se origina a partir del 

aparato de Golgi (Burgos M. H. and Fawcett D. W. 1955; Yanagimachi R. 

1994; Yang W. X. and Sperry A. O. 2003) y es delimitado por una 

membrana acrosomal interna próxima al núcleo y se continúa formando la 

membrana acrosomal externa, próxima a la membrana plasmática (Fig. 

3B). En el interior del acrosoma hay enzimas hidrolíticas, en su mayoría son 

glicosidasas y proteasas. Acrosina es la enzima que se encuentra en mayor 

proporción y la que más se ha estudiado durante la fecundación. Acrosina 

es una serina-proteasa similar a la tripsina, que se expresa solamente en el 

espermatozoide y se localiza en la matriz acrosomal (Eddy E. M. and O'Brien 

Figura 3: Características de un espermatozoide humano. (A) Esquema de 
un espermatozoide humano. El espermatozoide tiene dos regiones distintivas: el 
flagelo y la cola. El flagelo se divide en tres regiones: la pieza terminal, la pieza 
media y la pieza principal. La cabeza contiene el núcleo altamente condensado y, 
por encima de éste, la vesícula acrosomal. (B) Micrografía electrónica de la 
cabeza de un espermatozoide humano donde se destacan la membranas que 
limitan el acrosoma: la membrana acrosomal externa (MAE) cercana a la 
membrana plasmática (PM) y la membrana acrosomal interna (MAI) cercana al 
núcleo, tapa acrosomal (TA) y segmento ecuatorial (SE). Esquema y foto 
modificada de Olivera M., et al 2007 y Michaut M.A., et al 2000 respectivamente 

A B
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D. A. 1995). Otra enzima serina-proteasa que se localiza en las membranas 

del gránulo acrosomal es PRSS21 o también llamada testisin (Netzel-Arnett 

S., et al 2009). Acrosina y PRSS21 se sintetizan como pro-enzimas, y se 

produce su activación una vez que son secretadas durante la exocitosis 

acrosomal. Por casi por más de treinta años ha sido ampliamente aceptado 

que estas enzimas una vez secretadas al medio extracelular, le permiten al 

espermatozoide degradar y atravesar la zona pelúcida (Florman H.M. and 

Storey B.T. 1982) una cubierta de glicoproteínas que rodea al ovocito, para 

luego alcanzar y fecundar al ovocito. Recientemente varios trabajos donde 

se ha demostrado que estas proteasas son importantes pero no esenciales 

para la fecundación (Baba T., et al 1994; Zhou C., et al 2012). Mediante el 

uso de ratones knock-out para las enzimas acrosina (Acr
-
/
-) y PRSS21 

(Prss21
-
/
-) se demostró que estos ratones son capaces de atravesar la zona 

pelúcida y fecundar el ovocito a pesar de que carecen de estas enzimas 

(Netzel-Arnett S., et al 2009). Aun más los ratones doble knock-out para 

estas enzimas (Acr
-
/
-
/Prss21

-
/
-) siguen siendo fértiles, aunque la fertilidad 

de su descendencia es un 50 % menor comparado con los ratones del tipo 

salvaje. Otro dato peculiar es que los espermatozoides de los ratones doble 

knock-out son incapaces de fecundar el ovocito en condiciones in vitro y 

esto se debe a que estos espermatozoides no pueden penetrar la matriz de 

las células del cúmulus, que consiste en células foliculares dispersas en una 

matriz de ácido hialurónico. Estos resultados han llevado a replantear cuál 

es mecanismo por el cual el espermatozoide atraviesa la zona pelúcida del 

ovocito, si se debe a un efecto mecánico o químico. Además han surgido 

más controversias acerca de la función del acrosoma y de su contenido a 

partir del trabajo presentado por Jin y colaboradores, donde demuestran en 

el modelo de ratón, que los espermatozoides capaces de fecundar el ovocito 

deben iniciar la exocitosis acrosomal cuando estos atraviesan la matriz del 

cúmulo, y no cuando se unen a la zona pelúcida del ovocito (Jin M., et al 

2011). 

Otra característica importante del gránulo acrosomal es que actúa 

como un reservorio de Ca2+, y se ha demostrado que durante la exocitosis 

acrosomal se producen movimientos de Ca2+ desde el acrosoma a través de 
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canales de Ca2+ sensibles a inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) (De Blas G., et al 

2002; Herrick S. B., 2005).  

Entre la cabeza y la cola del espermatozoide se encuentra el cuello 

donde se localiza el centríolo que da origen al flagelo (Fig. 3A). El flagelo es 

el responsable de impulsar al espermatozoide a través del tracto 

reproductor femenino y atravesar las diversas cubiertas que rodean al 

ovocito como las células del cúmulo y la zona pelúcida. El flagelo se puede 

dividir en tres regiones: la pieza media, la pieza principal y la pieza terminal 

(Fig. 3A). Internamente y a lo largo del flagelo se extiende un axonema 

central el cual está compuesto por una disposición característica de 

microtúbulos 9+2 (Eddy E. M. and O'Brien D. A. 1995). Rodeando esta 

estructura se encuentran las fibras densas externas. En la pieza media 

estas fibras son recubiertas, por un gran número de mitocondrias, mientras 

que en el resto del flagelo se encuentra rodeado por la vaina fibrosa (Eddy 

E. M., et al 2003; Eddy E. M. 2007) (Fig. 3A). La gran cantidad de 

mitocondrias que presenta el espermatozoide son las responsables de 

otorgar la energía necesaria para el viaje del espermatozoide a través del 

tracto reproductor femenino. 

La cabeza y la cola del espermatozoide se encuentran rodeadas por la 

membrana plasmática y al igual que en otros modelos celulares la 

membrana plasmática de los espermatozoides presenta diferentes dominios 

bien definidos. Estos dominios se caracterizan por presentar diferente 

composición lipídica y distintas proteínas (Eddy E. M. and O'Brien D. A. 

1995). En la cabeza se encuentran dos dominios principales, el dominio 

acrosomal y el dominio post-acrosomal, mientras que la membrana 

plasmática de la cola está dividida en dos dominios: uno cubre la pieza 

media y el otro abarca la pieza principal y la pieza terminal (Eddy E. M. and 

O'Brien D. A. 1995). Se cree que estos dominios de membranas se 

especializan en concentrar moléculas involucradas en diferentes vías de 

señalización (Reid A.T., et al 2011; Gadella B.M. 2012). 

A pesar de que mediante los procesos de espermatogénesis y 

espermiogénseis se obtienen espermatozoides que se caracterizan por la 

presencia de un flagelo y una cabeza que contiene al núcleo celular y a la 
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vesícula acrosomal, estos espermatozoides son inmótiles e incapaces de 

exocitar el gránulo acrosomal, por lo que no pueden fecundar al ovocito. 

Para ello los espermatozoides deben sufrir procesos post-testiculares 

conocidos como maduración espermática, capacitación y exocitosis 

acrosomal. 

 

MADURACIÓN ESPERMÁTICA 

 

Luego de la espermiogénesis, los espermatozoides son liberados en 

una forma funcionalmente inactiva (incapaces de fecundar el ovocito) hacia 

la luz del túbulo seminífero donde son transportados hacia el epidídimo, 

lugar donde se produce la maduración espermática. La característica más 

importante que se adquiere durante la maduración espermática es el 

desarrollo de la motilidad (Yanagimachi R., 1994; Reid A.T., et al 2011; 

Buffone M.G., et al 2012). Si bien se desconocen los mecanismos 

moleculares que conducen a la maduración espermática, este proceso ha 

sido íntimamente relacionado con cambios producidos en la membrana 

plasmática ya que la misma sufre varios cambios físicos y químicos, 

produciéndose cambios en la localización de proteínas. Un paso 

fundamental durante la maduración espermática es la incorporación de 

proteínas del epidídimo (Yanagimachi R., et al 1985; Caballero J., et al 

2010; Sullivan R., et al 2007). La incorporación de estas proteínas se lleva 

a cabo mediante vesículas llamadas epididimosomas, las cuales son 

secretadas por las células epiteliales del epidídimo mediante un proceso 

apocrina hacia el compartimento intraluminal (Fig. 4). Los epididimosomas 

tienen un diámetro de 50 a 500 nm y presentan una compleja composición 

de proteínas. Estas proteínas han sido involucradas en varios procesos 

como la adquisición de la motilidad, efecto protector ante las especies 

reactivas del oxígeno, eliminación de espermatozoides defectuosos y 

también han sido involucradas durante la fecundación del ovocito. 
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La transferencia de proteínas a los espermatozoides no es por fusión 

de los epididimosomas con los espermatozoides, sino más bien por un 

proceso de transferencia regulada de proteínas ya que sólo se transfiere un 

selecto grupo de proteínas y a ciertas zonas del espermatozoide (Caballero 

J., et al 2010) (Fig. 5). Por ejemplo estas proteínas son transferidas a la 

pieza media y a la región acrosomal, siendo estas regiones involucradas en 

la motilidad y en la interacción con el ovocito, respectivamente.  

Además durante la maduración espermática se produce la 

fosforilación y la glicosilación de varias proteínas. Estos cambios actuarían 

como punto de control ya que impiden que el proceso de exocitosis 

acrosomal ocurra prematuramente.  

Después de la maduración espermática en el epidídimo los 

espermatozoides deben sufrir la capacitación espermática en el tracto 

reproductor femenino, fenómeno que se describirá a continuación. 

 

Epididimosomas

Epididimosomas

Compartimento intraluminal

Figura 4: Representación esquemática de la secreción apocrina en las 
células principales del epidídimo. En el recuadro se muestra una microscopía 
electrónica de los epididimosomas. Figura modificada de Sulliva G., et al 2007. 

Células principales 
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CAPACITACIÓN 

 

  

 Una de las características sobresaliente acerca de la capacitación 

espermática se demostró en la década de los 50´s. Chang (Chang M. C. 

1951) y Austin (Austin C. R. 1951) observaron que los espermatozoides 

recién eyaculados eran incapaces de fecundar al ovocito y que los 

espermatozoides deben estar en el tracto reproductor femenino por un 

tiempo antes de adquirir su capacidad fecundante. Durante la capacitación 

los espermatozoides sufren cambios bioquímicos y biofísicos, necesarios 

para fecundar el ovocito (Reid A.T., et al 2011). Estos cambios pueden 

ocurrir apenas el espermatozoide es eyaculado mientras que otros cambios 

requieren un tiempo mayor de incubación en el tracto reproductor femenino 

(Visconti P.E. 2009; Visconti P.E., et al 2011).  

MP

MAE

MAI

A
Raft

P25b

MIF

C

B

Prot.

“X”

Epididimosomas

Fibras 

Densas

Figura 5: (A) Microscopía electrónica mostrando los epididimosomas 
alrededor de un espermatozoide de hámster. En el recuadro se muestra la 
apariencia general del acrosoma rodeado por estas vesículas. Foto modificada de 
Yanagimachi et al. 1985. (B y C) Representación esquemática de la transferencia 
de proteínas desde un epididimosoma hacia un espermatozoide epididimal. (B) La 
proteína epididimal bovina P25b se asocia principalmente con los microdominios 
Raft de los epididimosomas y es transferida hacia los microdominios Raft 
presentes en la superficie de los espermatozoides. Otras proteínas no 
identificadas (Proteína “X”) son transferidas a la superficie de los espermatozoides 
pero no a los microdominios Raft. (C) Otra proteína asociada a los 
epididimosomas es el Factor Inhibitorio de Migración de Macrófagos (MIF), el cual 
es internalizado y se asocia con las fibras densas presentes en el flagelo. Figura 
modificada de Sullivan R., et al 2007.  
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 Los cambios característicos que se producen durante la capacitación 

son: por un lado alteraciones en los patrones de motilidad del flagelo, lo 

que se conoce como motilidad hiperactivada (Suarez S. S. 2008). Por otro 

lado, a nivel de la membrana plasmática, se produce una hiperpolarización 

de la misma y esto se debe a que se produce la activación de varios canales 

iónicos, lo que conduce a un aumento en la concentración intracelular de 

diferentes iones como K+ y HCO3
- (Zeng Y., et al 1995; Florman H.M., et al 

2008), además se produce una redistribución de antígenos de membrana 

(Gadella B. M., et al 1994; Gadella B. M., et al 1995) y cambios en la 

composición lipídica como pérdida de colesterol (Cross N. L. 1998). Otro 

rasgo característico de la capacitación es el cambio en el estado de 

fosforilación de varias proteínas tanto en residuo tirosina como en residuos 

de serina/treonina (Visconti P. E., et al 1994; Flesch F. M., et al 1999; 

Visconti P. E., et al 2002; Visconti P.E. 2009; Alnagar F.A., et al 2010; 

Visconti P.E., et al 2011;). Los cambios anteriormente mencionados llevan a 

la adquisición de la motilidad hiperactivada y la capacidad de exocitar el 

gránulo acrosomal en respuesta a un estímulo apropiado, siendo estos dos 

fenómenos esenciales para fecundar el ovocito. 

 En condiciones fisiológicas la capacitación espermática se produce en 

el tracto genital femenino, principalmente en el oviducto. El fluído del 

oviducto tiene la composición iónica adecuada donde además hay proteínas 

aceptoras de colesterol, como la albúmina y las lipoproteínas de alta 

densidad (HDL, del inglés High density lipoprotein) (Thérien I., et al 2001; 

Jha K. N., et al 2008). A su vez, los espermatozoides también pueden ser 

capacitados in vitro. Si bien el contenido de los medios capacitantes para 

espermatozoide depende de la especie en estudio, en general HCO3
-, Ca+2 y 

albúmina son los componentes esenciales para la capacitación en todas las 

especies (Visconti P. E. et al 1998). Varios estudios han demostrado que el 

HCO3
- y el Ca2+ son necesarios para los procesos de movilización de iones y 

transducción de señales, como se explicará más adelante, mientras que la 

albúmina se requiere para que se produzca la salida de colesterol de la 

membrana plasmática de los espermatozoides. 
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Adquisición de la motilidad hiperactivada 

  

 Una vez que los espermatozoides son eyaculados, éstos muestran un 

patrón de motilidad conocido como motilidad progresiva. Sin embargo y a 

pesar de que los espermatozoides son mótiles, éstos aún son incapaces de 

penetrar las diferentes envolturas que recubren el ovocito. Luego de incubar 

los espermatozoides en condiciones capacitantes los espermatozoides 

obtienen un patrón de movimiento conocido como motilidad hiperactivada 

que se caracteriza por un movimiento del flagelo más amplio y más activo 

(Marquez B. and Suarez S.S. 2007; Suarez S. S. 2008). Este tipo de 

motilidad es muy útil para los espermatozoides cuando se encuentran en el 

tracto genital femenino ya que les permite nadar en el líquido viscoso 

presente en el oviducto, pasar entre las células del cúmulo y una vez que 

ocurre la exocitosis acrosomal atravesar la zona pelúcida. 

 El fenómeno de hiperactivación es iniciado por un aumento en el pH 

intracelular y por un aumento en la concentración intracelular de Ca2+. 

Mediante diferentes técnicas se han identificado diversos canales de Ca2+ 

que pueden ser activados por voltaje o por otros mecanismos. Los 

miembros de la familia de los canales CatSper (CatSper, del inglés Cation 

Sperm) son sensibles a la alcalinización intracelular y se ha demostrado que 

estos canales de Ca2+ son fundamentales para desarrollar el fenómeno de 

motilidad hiperactivada, durante la capacitación espermática y en la 

exocitosis acrosomal (Ren D., and Xia J. 2010; Lishko P.V., et al 2011). 

Hasta el momento se han identificado cuatro proteínas pertenecientes a 

esta familia (CatSper 1-4), los cuales se localizan en la pieza principal del 

flagelo y además se han identificado tres subunidades auxiliares adicionales 

β, γ y δ. Se ha demostrado mediante el uso de ratones knock-out que se 

requiere de los cuatro miembros de los CatSper para la formación de un 

canal funcional ya que los espermatozoides de ratones knock-out para 

alguno de estos miembros son incapaces de desarrollar un patrón de 

motilidad hiperactivado y son infértiles (Ho K., et al 2009). También 

mutaciones en los canales CatSper en humanos han sido asociadas con 
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infertilidad (Avenarius M.R., et al 2009) otra clara evidencia de la 

importancia de estos canales durante la fecundación. 

 

Cambios a nivel de la membrana plasmática durante la capacitación 

 

 El aumento de pH intracelular durante la capacitación no sólo activa 

los canales CatSper, sino que también afecta drásticamente el potencial de 

membrana, produciendo una rápida hiperpolarización de la célula. Mediante 

el uso de sondas fluorescentes se determinó que los espermatozoides de 

ratón no capacitados se encuentran relativamente despolarizados (Em: 

aproximado -35 a -45 mV) y durante la capacitación, éstos se 

hiperpolarizan (aproximadamente -70 mV) (Florman H.M., et al 2008). Esta 

hiperpolarización en parte se debe a un aumento en la permeabilidad de los 

iones K+. Recientemente mediante el uso de ratones knock-out para el 

canal de K+ denominado KCNU1 se estableció que KCNU1 es el principal 

canal de K+ en espermatozoides de ratón (Martínez-López P., et al 2009). 

Los ratones knock-out para KCNU1 son infértiles y esto se debe a que los 

espermatozoides de estos ratones en condiciones capacitantes se 

encuentran despolarizados y su motilidad se ve afectada. Además, los 

espermatozoides que no expresan el canal de K+ son incapaces de secretar 

el gránulo acrosomal, por lo que se ha sugerido que la hiperpolarización 

regula la capacidad de exocitar el gránulo acrosomal en respuesta a un 

estímulo adecuado (Santi C.M., et al 2010; Zeng X-H., et al 2011). 

 Otro ion que tiene importantes funciones en las vías de señales que 

se generan durante la capacitación es bicarbonato. La concentración de 

HCO3
- aumenta aproximadamente 5 veces cuando el espermatozoide pasa 

desde el epidídimo (4 mmol/l) al oviducto (20 mmol/l), lo que produce 

varios cambios en el espermatozoide. A nivel de la membrana plasmática 

produce una reorganización de los lípidos de la membrana, en el cual hay 

movilización de fosfolípidos entre la hemicapa interna y externa (Flesch F. 

M. and Gadella B. M. 2000; Harrison R. A. and Gadella B. M. 2005). Estos 

arreglos en la membrana inducen una redistribución del colesterol hacia la 
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parte apical de la membrana plasmática de la cabeza del espermatozoide; 

sólo después de esta redistribución es que se produce la pérdida de 

colesterol de la membrana plasmática (Flesch F. M., et al 2001). En el 

tracto reproductor femenino, tanto albúmina como HDL serían las 

responsables de captar el colesterol que efluye de la membrana, mientras 

que en condiciones in vitro el principal responsable es albúmina. La salida 

de colesterol desde la membrana altera la fluidez de los subdominios de la 

membrana plasmática durante la capacitación. Esto permite que las 

proteínas presentes en la membrana puedan moverse y así generar nuevas 

interacciones. Estos cambios podrían ser los responsables de desencadenar 

nuevas vías de señales que caracterizan al proceso de capacitación (Travis 

A. and Kopf G.S. 2002), así como también la presentación de nuevos 

receptores capaces de unirse a las proteínas de la zona pelúcida y con ello 

inducir la exocitosis acrosomal (Yanagimachi R. 1994). Además el eflujo de 

colesterol optimiza las condiciones para el ensamblaje de la maquinaria de 

fusión que se requiere durante la exocitosis acrosomal (Belmonte S.A., et al 

2005).  

 Durante la capacitación la membrana plasmática del espermatozoide 

también sufre otras alteraciones en espermatozoides de bovinos, se ha 

descripto la activación de fosfatidilinositol 4-quinasa (PI4K) y de 

fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), enzimas implicadas en la producción de 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) y fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 

(PIP3), dos importantes fosfolípidos involucrados en varias vías de señales y 

que actúan en la producción de segundos mensajeros (Etkovitz N., et al 

2007). 

 

Cambio en los estados de fosforilación durante la capacitación 

  

 Otro efecto que produce el ingreso de HCO3
- y Ca2+, es la activación 

de vías de señales responsables de los cambios en el estado de fosforilación 

de varias proteínas tanto en residuos de tirosina como en serina/treonina 

(Visconti P. E., et al 1994; Flesch F. M., et al 1999; Visconti P. E., et al 

2002; Alnagar F.A., et al 2010). El ingreso de HCO3
- y Ca2+ producen la 

activación de la adenilato ciclasa soluble (sAC), la cual se encuentra 
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presente en espermatozoides, con aumento en la producción de AMP cíclico 

(AMPc) (Visconti P.E et al 1998). El aumento de los niveles de AMPc activa 

la proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA) en espermatozoides de 

varias especies incluida la especie humana. La activación de esta quinasa 

está asociada con la fosforilación en residuos tirosina que caracteriza la 

capacitación, sin embargo se desconoce el mecanismo por el cual ocurre 

dicha fosforilación. Existen tres mecanismos propuestos: estimulación 

directa o indirecta de una tirosina quinasa por PKA, inhibición directa o 

indirecta de una fosfotirosina fosfatasa y la fosforilación directa o indirecta 

en residuos serina/treonina por PKA que permita la posterior fosforilación 

por tirosinas quinasas (Fraser L.R. 2010). A pesar de que la fosforilación en 

residuos de tirosina es un rasgo característico de la capacitación es limitada 

la identidad y función de las proteínas fosforiladas, se cree que la 

fosforilación puede regular la actividad y localización de estas proteínas. 

Además se ha demostrado que durante la capacitación no sólo se produce 

un aumento en la fosforilación de varias proteínas en residuos 

serina/treonina, sino que también se produce la desfosforilación de varias 

fosfo proteínas en residuos serina/treonina (Alnagar F.A., et al 2010).  

 En la figura 6 se resumen las vías de señales involucradas en la 

capacitación de espermatozoides. 
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Figura 6: Esquema de las vías de señales involucradas en la capacitación 
de espermatozoides. Durante la capacitación los espermatozoides sufren 
cambios fundamentales para que esta célula adquiera la capacidad de fecundar al 
ovocito. Se ha demostrado que es fundamental la salida de colesterol desde la 
membrana plasmática, que requiere aceptores en el medio capacitante. El ingreso 
de HCO3

- activa la adenilatociclasa soluble (sAC) con mayor producción de AMPc, 
éste activa PKA que desencadena la fosforilación en residuos tirosina 
característica de la capacitación y participa de la hiperactivación del 
espermatozoide. Por otro lado también se produce el ingreso de calcio, el 
incremento en las concentraciones citoplasmáticas de este ión participa también 
de la activación de la sAC y la hiperactivación. El ingreso de HCO3

- altera también 
el pH intracelular. Además la capacitación se caracteriza por una hiperpolarización 
debido a la salida de K+. Este cambio en el potencial de membrana altera el 
estado de los canales de calcio voltaje dependientes cuya apertura durante la 
exocitosis acrosomal es fundamental. Figura modificada de Darszon A., et al 
2006. 
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EXOCITOSIS ACROSOMAL: UN TIPO ESPECIAL DE EXOCITOSIS 

REGULADA 

 

La exocitosis acrosomal también conocida como reacción acrosomal 

es un prerrequisito indispensable para la fecundación, ya que este proceso 

secretorio produce cambios morfológicos en el espermatozoide, 

permitiéndole atravesar la zona pelúcida y fecundar el ovocito (Yanagimachi 

R. 1994). La exocitosis acrosomal es una exocitosis regulada dependiente 

de Ca2+ y si bien comparte las moléculas básicas de fusión con cualquier 

otro tipo de exocitosis, también presenta características particulares como: 

I) dado que en el espermatozoide no se produce reciclaje de membrana, la 

exocitosis acrosomal es un proceso irreversible que ocurre una única vez en 

la vida del espermatozoide; II) otra característica particular de este proceso 

exocítico es que la fusión entre la membrana acrosomal externa, con la 

membrana plasmática ocurre en múltiples puntos; III) además de la 

liberación del contenido acrosomal, se produce la liberación de vesículas 

híbridas constituidas por membrana plasmática y membrana acrosomal 

externa (Mayorga L.S., et al 2007; Tomes C.N. 2007). Como resultado de la 

exocitosis acrosomal se pierde la membrana plasmática de la región 

acrosomal y también la membrana acrosomal externa excepto en la región 

ecuatorial, por lo que parte de la cabeza del espermatozoide queda 

recubierta sólo por la membrana acrosomal interna (Yanagimachi R. 1994) 

(Fig. 7). 

En general se asume que la exocitosis acrosomal se inicia luego de 

que el espermatozoide se une a la zona pelúcida del ovocito (Florman H.M. 

and Storey B.T. 1982). ZP3, una de las glicoproteínas que componen la 

zona pelúcida, es capaz de inducir la exocitosis acrosomal en 

espermatozoides de varias especies, además recientemente se ha 

demostrado que ZP4 y ZP1, son capaces de inducir la exocitosis acrosomal 

(Gupta S. K., et al 2007; Ganguly A., et al 2010) (Fig. 8). 
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Otro agonista natural de la exocitosis acrosomal en varias especies es 

progesterona la cual es secretada por las células del cúmulo (Osman R.A., 

et al 1989; Thérien I. and Manjunath P. 2003). Progesterona es capaz de 

inducir un influjo de Ca2+ mediante los canales Catsper, disparando vías de 

señales que llevan a la exocitosis del gránulo acrosomal (Lishko P.V., et al 

2011). Además se ha demostrado que extractos celulares de las células del 

cúmulo y el ácido hialurónico (matriz donde se encuentran dispersas las 

células del cúmulo) induce o aumentan la exocitosis acrosomal (Sabeur K., 

et al 1998; Hong S.J., et al 2009).  

Recientemente Jin y colaboradores (Jin M., et al 2011) han publicado 

datos de relevancia fisiológica en el campo de la fecundación, que han 

llevado a replantear dónde se inicia la exocitosis acrosomal y quién es el 

desencadenante de este proceso exocítico in vivo (Inoue N., et al 2011; 

Avella M.A. and Dean J. 2011). Haciendo uso de espermatozoides de ratón 

que expresan la proteína fluorescente verde (EGFP, del inglés Enhanced 

Green Fluorescen Protein) en su acrosoma y la proteína fluorescente roja 

(Ds-Red2) en la pieza media (Hasuwa H., et al 2010) y mediante video 

Figura 7: Esquema de la exocitosis acrosomal. (A) Los espermatozoides en 
reposo presentan la membrana acrosomal externa (MAE) paralela a la membrana 
plasmática (MP). (B) La estimulación desencadena la fusión de la membrana 
acrosomal externa con la membrana plasmática en múltiples puntos, con 
formación de poros a través de los cuales se libera el contenido acrosomal (CA). 
(C y D) La unión entre estas membranas produce vesículas híbridas (VH) que son 
también liberadas exponiendo así la membrana acrosomal interna (MAI). Cabe 
aclarar que el segmento ecuatorial (SE) se mantiene morfológicamente intacto. 
Figura modificada de Yanagimachi R. 1994.  
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microscopía se evaluó el estado del acrosoma antes y después de contactar 

las células del cúmulo y la zona pelúcida (Fig. 9A). De esta manera se 

demostró que la exocitosis acrosomal en espermatozoides de ratón se inicia 

antes que el espermatozoide tome contacto con la zona pelúcida y que los 

espermatozoides que han iniciado este proceso exocítico atraviesan la zona 

pelúcida en menos tiempo que aquellos espermatozoides que contactan la 

zona pelúcida y no han iniciado la exocitosis acrosomal. Además un dato 

sorprendete es que aquellos espermatozoides que contactan la zona 

pelúcida sin haber sufrido la exocitosis acrosomal, raramente atraviesan la 

zona pelúcida (Fig. 9B). Si bien estos resultados cambian el panorama 

donde se inicia y quien desencadena la exocitosis acrosomal, a su vez 

reafirman que sólo aquellos espermatozoides reaccionados son capaces de 

atravesar la zona pelúcida y fecundar al ovocito, corroborando que este 

proceso exocítico es fundamental para que se lleve a cabo la fecundación. 

 

 

 

Figura 8: Modelo 
clásico de la 
exocitosis acrosomal. 
El proceso de exocitosis 
acrosomal es iniciado 
una vez que los 
espermatozoides 
capacitados contactan la 
zona pelúcida (ZP). Sólo 
los espermatozoides 
reaccionados pueden a 
travesar la zona pelúcida 
y fusionarse con el 
ovocito mediante el 
segmento ecuatorial. 
Figura modificada de 
Ikawa M., et al 2010. 
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Otro avance logrado mediante el uso de microscopía de fluorescencia 

es que se determinó la cinética de la exocitosis acrosomal en 

espermatozoides humanos en tiempo real (Harper C.V., et al 2010). 

Mediante el uso de dos sondas en la cual una reconoce el contenido 

acrosomal y la otra la membrana acrosomal interna (Fig. 10A), Harper y 

colaboradores determinaron que la fusión entre la membrana acrosomal 

externa y la membrana plasmática ocurre rápidamente (aproximadamente 

en 1 minuto) (Fig. 10B y C). Un dato revelador obtenido de este estudio es 

que el contenido acrosomal, no es liberado inmediatamente y permanece 

unido a la membrana acrosomal interna por varios minutos (hasta 12 min.). 

Figura 9: La exocitosis acrosomal es iniciada por las células del cúmulo.  
Espermatozoides de ratón transgénicos que expresan la proteína fluorescente 
verde (EGFP) en su acrosoma y la proteína fluorescente roja (Ds-Red2) en la 
pieza media. La proteína EGFP es liberada durante la exocitosis acrosomal, por 
lo que los espermatozoides reaccionados pierden la marca verde en su 
acrosoma (espermatozoides con asteriscos blancos), mientras que la marca Ds-
Red2 no varía durante la exocitosis acrosomal (A). En (B) se muestra como un 
espermatozoide ha reaccionado (punta de flecha blanca 4 min 30 seg) sin haber 
contactado la zona pelúcida. Además este espermatozoide reaccionado es capaz 
de atravesar la zona pelúcida y alcanzar la superficie del ovocito (13 min 12 
seg).  A su vez se observa la presencia de un espermatozoide que a pesar de 
contactar la zona pelúcida (espermatozoide punta de flecha amarilla 4 min 30 
seg) no ha sufrido la exocitosis acrosomal. Imagen modificada de Jin M et al 
2011. 
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Una vez que se ha dispersado el contenido acrosomal se expone la 

membrana acrosomal interna, de esta manera se desenmascaran proteínas 

que son fundamentales para la fusión del espermatozoide con el ovocito.  
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Figura 10: Cinética de la exocitosis acrosomal. La cinética de la exocitosis 
acrosomal fue determinada mediante el uso del inhibidor de la tripsina de soya 
(SBTI) acoplado al fluoróforo Alexa 488 (círculos verdes) y un anticuerpo 
fluorescente que reconoce la proteína del complemento CD46 (Anti-CD46, círculos 
rojos). El inhibidor de la tripsina de soya se utilizó para determinar el inicio de la 
exocitosis acrosomal ya que una vez formado los poros de fusión SBTI es capaz de 
unirse específicamente a la acrosina (A, ii y iii). El anticuerpo anti-CD46 se utilizó 
para determinar la dispersión del contenido acrosomal. La proteína del complemento 
CD46 localiza específicamente en la membrana acrosomal interna de los 
espermatozoides, por lo que el anticuerpo anti-CD46 sólo puede reconocer esta 
proteína una vez que se ha producido la dispersión del contenido acrosomal (A, iv y 
v).  (B) Secuencia de fotos donde se observa la exposición del contenido acrosomal 
(espermatozoide verde) y luego la dispersión de este contenido (espermatozoide 
rojo). La exocitosis acrosomal fue estimulada con 10 µM de A23187. Mediante el uso 
de estas dos sondas se determinó que si bien la exocitosis acrosomal ocurre 
rápidamente (C; trazo verde), el contenido del acrosoma permanece unido a la 
membrana acrosomal interna por varios minutos (C, trazo rojo). Figura modificada 
de Harper C.V., et al. 2008.  
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Una proteína bien caracterizada durante la fusión entre el 

espermatozoide y el oolema (nombre con el que se conoce la membrana 

plasmática del ovocito) es Izumo (Inoue N., et al 2005). Por medio de 

ratones knock-out para Izumo se ha demostrado que esta proteína es 

esencial para la fusión de las gametas. Izumo no localiza en la superficie de 

la membrana plasmática en espermatozoides no reaccionados, pero una vez 

que ocurre la exocitosis acrosomal la presencia de Izumo es revelada en la 

cabeza de los espermatozoides (Inoue N., et al 2005; Ellerman D.A., et al 

2009) (Fig. 11 A y B). 

Además el proceso de exocitosis acrosomal produce ciertas 

alteraciones en la membrana plasmática remanente que la tornan 

fusogénica, así la membrana plasmática presente en la región ecuatorial es 

lo primero que se fusiona al oolema. Posteriormente, la región posterior de 

la cabeza y la cola son incorporadas por fusión de membranas mientras la 

región anterior de la cabeza cubierta por membrana acrosomal interna es 

envuelta por la membrana del ovocito como una especie de fagocitosis 

(Yanagimachi R. 1994). 

También se ha demostrado que varios inductores farmacológicos 

como diacilglicerol (DAG) y sus análogos (ésteres de forbol como 12-

miristato-13 acetato PMA), ionóforos de Ca2+ como A23187, análogos del 

AMPc como dbcAMP, mentol, etc, desencadenan el proceso de exocitosis 

acrosomal. Se cree que estos inductores son capaces de desencadenar la 

exocitosis acrosomal por diferentes vías de señalización ya que se ha 

demostrado la presencia de receptores para estas moléculas en 

espermatozoides de mamíferos. Por otro lado recientemente fue publicado 

un trabajo donde demuestra que los canales CatSper pueden ser activados 

por progesterona, prostaglandinas, diversos odorantes, mentol y análogos a 

nucleótidos cíclicos, por lo que los canales CatSper actuarían como un 

quimiosensor de varias moléculas y de esta manera integrar varías vías de 

señales que son esenciales para la exocitosis acrosomal (Brenker C., et al 

2012). A continuación se realizará una breve descripción de la vía de 

transducción de señales de Ca2+ y se describirá la maquinaria proteica 

involucrada durante la exocitosis acrosomal. Por último se abordará la 

función de los fosfolípidos durante la exocitosis acrosomal. 
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Calcio 

 

 La exocitosis acrosomal es una exocitosis regulada dependiente de 

Ca2+, por lo que esta vía de señalización ha sido ampliamente estudiada. La 

señalización por Ca2+ está muy regulada y compartimentalizada. A pesar de 

que los espermatozoide maduros no tienen retículo endoplasmático, que es 

principal reservorio de Ca2+ en la mayoría de las células estos presentan 

varios reservorios de Ca2+ como: el acrosoma, las mitocondrias y la 

envoltura nuclear redundante (Bedu-Addo K., et al. 2008; Costello S., et al 

2009; Ren D., and Xia J. 2010). A su vez estos reservorios y la membrana 

plasmática presentan una gran diversidad de canales de Ca2+ (Darszon A., 

et al 2006). En espermatozoides humanos tanto ZP3 como progesterona 

producen un aumento bifásico en la concentración de Ca2+ citoplasmático, 

Figura 11: Izumo es detectada luego de la exocitosis acrosomal. La 
proteína Izumo, la cual tiene un rol fundamental durante la fusión de las gametas 
sólo es detectada en espermatozoides que han sufrido el proceso de exocitosis 
acrosomal. (A) Inmunofluoresecencia indirecta de Izumo en espermatozoides 
transgénicos de ratón que sobrexpresan la proteína EGFP en su acrosoma. En A se 
observa la presencia de Izumo (rojo) sólo en aquellos espermatozoides que han 
sufrido el proceso de exocitosis acrosomal (punta de flechas blancas, panel 
medio), mientras que en espermatozoides intactos (flechas verdes, panel inferior) 
Izumo no es detectada. (B) Espermatozoides humanos también fueron teñidos 
con un anticuerpo que reconoce específicamente Izumo (rojo, panel medio). Al 
igual que en los espermatozoides de ratón Izumo sólo es detectada en 
espermatozoides reaccionados (teñidos con anti –CD46, espermatozoides verdes, 
panel inferior). Figura modificada de Inoue N., et al. 2004.  
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inicialmente hay un incremento transiente que es seguido por un segundo 

aumento más lento y sostenido (Kirkman-Brown J. C., et al 2000; Kirkman-

Brown J. C., et al 2002; Harper C. V., et al 2006) (Fig. 12). 

En espermatozoides humanos y de ratón se postula que el aumento 

transitorio de Ca2+ disparado por ZP3 es dependiente de canales de Ca2+ 

tipo T activados por bajo voltaje de (del inglés transient low voltage 

activated channels), presentes en la membrana plasmática (Arnoult C., et al 

1999; Ni Y., et al 2007). Sin embargo, datos recientes demuestran que 

estos canales tipo T no están presente en espermatozoides de ratón 

maduros y que los canales CatSper serían los responsables del incremento 

transiente de Ca2+ inducido por ZP3 y progesterona (Xia J. and Ren D. 

2009), mientras que la respuesta sostenida de Ca2+ se mantiene presente 

en espermatozoides de ratones deficientes para CatSper1, lo que sugiere 

que la respuesta sostenida de Ca2+ es independiente de los canales 

CatSper. Mediante el uso de tapsigargina (el cual depleta los reservorios de 

Ca2+ intracelular), se ha propuesto que el ingreso de Ca2+ sostenido es 

mediado por la apertura de canales de Ca2+ operados por reservorios 

intracelulares (del inglés store operated Ca2+ channels o SOCCs) (Jungnickel 

M. K., et al 2001; O'Toole C.M., et al 2003). Además durante la fase 

sostenida se requiere la producción de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), ya que 

los espermatozoides de ratones deficientes para la enzima fosfolipasa Cδ4 

(enzima responsable de generar IP3 a partir de fosfatidilinositol 4,5-

bifosfato) son incapaces de incrementar los niveles de Ca2+ en respuesta a 

ZP3 (Fukami K., et al 2001; Fukami K., et al 2003). Se ha reportado que el 

acrosoma es un reservorio de Ca2+ y a su vez se ha demostrado la 

presencia de canales de Ca2+ dependientes de IP3 en espermatozoides de 

ratón y humanos (Walensky L.D. and Snyder S.H. 1995; Kuroda Y. et al. 

1999), por lo que el incremento de IP3 activaría los canales presente en el 

acrosoma produciendo la liberación del Ca2+ acrosomal. Este eflujo de Ca2+ 

a partir del acrosoma sería el responsable de la apertura de canales de Ca2+ 

operados por reservorios intracelulares presentes en la membrana 

plasmática, generando un ingreso masivo de Ca2+ desde el medio 

extracelular, desencadenando la exocitosis acrosomal (Ikawa K. et al 2010) 

(Fig. 13). Se postula que los canales TRPC2 (del inglés Transient Receptor 
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Potencial) podrían ser los canales SOCCs (Jungnickel M. K., et al 2001; 

Castellano L. E., et al 2003) en espermatozoides de ratón, aunque más 

estudios se requieren para establecer la identidad de los canales SOCCs ya 

que ratones knock-out para Trpc2 son fértiles y los espermatozoides no 

presentan ningún defecto (Leypold B. G., et al 2002; Stowers L., et al 

2002), además en humanos Trpc2 es un pseudogen (Vannier B., et al 

1999).  

Nuestro Laboratorio ha desarrollado un modelo de espermatozoides 

permeabilizados con estreptolisina O (SLO) (Diaz A., et al 1996; Yunes R., 

et al 2000) (ver más adelante), mediante el uso de este modelo se 

demostró que no es suficiente la apertura de los SOCCs para desencadenar 

la exocitosis acrosomal sino que hace falta una salida de Ca2+ del acrosoma 

posterior a la apertura de los SOCCs para que se produzca la fusión de las 

membranas (De Blas G., et al 2002) (Fig. 13), por lo que el eflujo de Ca2+ a 

partir de los canales de Ca2+ dependiente de IP3 se requiere en dos fases de 

la exocitosis acrosomal una para la apertura de los SOCC y otra para el 

paso final de este proceso secretorio. 

 

 

A

B

Figura 12: Elevación bifásica 
de Ca2+ en respuesta a 
progesterona. En (A) se 
observa una secuencia de fotos 
de un espermatozoide humano 
marcado con el sensor de Ca2+ 
Calcium Green y luego estimulado 
con progesterona.  La figura se 
presenta en pseudocolor y la 
escala se encuentra a la derecha. 
En (B) se observa la 
cuantificación de la intensidad de 
fluorescencia. Se observa que 
primero hay una elevación 
transitoria de Ca2+ seguida por un 
aumento progresivo. Figura 
modificada de Kirkman-Brown et 
al. 2000.  
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Maquinaria de fusión en espermatozoides humanos permeabilizados 

 

 El modelo de espermatozoides humanos permeabilizados ha sido 

ampliamente utilizado en nuestro Laboratorio no tan sólo para describir los 

movimientos de Ca2+ durante la exocitosis acrosomal (De Blas G., et al 

2002) sino también para caracterizar la maquinaria de fusión involucrada 

durante la exocitosis acrosomal (Mayorga L.S., et al 2007). Los 

espermatozoides son permeabilizados con SLO de tal manera que se 

producen poros en la membrana plasmática pero no en la membrana 

acrosomal (Diaz A., et al 1996; Yunes R., et al 2000). De esta forma 

pueden ingresar proteínas recombinantes y anticuerpos además de otros 

reactivos impermeables a membranas dentro del espermatozoide y estudiar 

así la maquinaria de fusión de la exocitosis acrosomal.  

CatSper

Ingreso 
transiente de Ca2+

Ingreso 
sostenido de Ca2+

Receptor

MP

Citosol

MAE

Acrosoma

ZP

Tiempo

Exocitosis

Ca2+Ca2+

IP3RIP3R

IP3R
IP3

Rab3A

SOCCs

P
LC

Figura 13: Esquema de los movimientos de Ca2+ durante la exocitosis 
acrosomal. Cuando el espermatozoide toma contacto con proteínas presentes en 
la zona pellucina (ZP) se produce el ingreso de Ca2+ atrevés de los canales 
CatSper presentes en la membrana plasmática (MP) produciendo un ingreso 
transiente de Ca2+. Esto estimula a PLCδ4 que produce IP3 e induce la salida de 
Ca2+ desde el acrosoma por activación de los canales dependientes de IP3 (IP3R) 
presentes en la membrana acrosomal externa (MAE). El vaciamiento de este 
reservorio produce la apertura de canales operados por reservorios (SOCCs) 
presentes en la membrana plasmática produciéndose un segundo ingreso de Ca2+ 
sostenido. Finalmente la cascada de señales que incluye la activación de la 
proteína Rab3A activa una segunda salida de Ca2+ del acrosomal por apertura de 
canales dependientes de IP3. Figura modificada de Tomes C.N. 2007.  
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Es importante mencionar que la permeabilización de la membrana 

plasmática hace que se pierdan los gradientes de membrana, por lo que el 

modelo de espermatozoides permeabilizados, en el cual el Ca2+ del medio 

puede entrar libremente en la célula, se asemeja al estado luego de la 

apertura de los canales SOCCs en las células intactas. Nuestro Laboratorio 

ha establecido el siguiente modelo de la maquinaria de fusión de 

membranas durante la exocitosis acrosomal. 

El ingreso de Ca2+ a través de los canales SOCCs produce la 

activación de la sAC que provoca un incremento de AMPc intracelular, este 

incremento es fundamental para la exocitosis acrosomal, ya que produce la 

activación de la proteína Epac, que actúa como un factor de intercambio de 

nucleótidos de guanina de GPTasa Rap (Branham M.T., et al 2006) (Fig. 

14). 

La activación de Epac activa por un lado la vía relacionada con Rap, 

que a su vez activa a la fosfolipasa C (PLC) responsable de la producción de 

IP3 requerido para la salida de Ca2+ desde el acrosoma (Branham M. T., et 

al 2009). Epac también activa a Rab3A por un mecanismo indirecto aún 

desconocido (Branham M. T., et al 2006; Branham M. T., et al 2009). 

Rab3A tiene un rol fundamental durante la exocitosis acrosomal, 

permitiendo el acercamiento de la membrana acrosomal externa con la 

membrana plasmática (Yunes R., et al 2000; Michaut M. A., et al. 2000 y 

De Blas G., et al. 2002) (Fig. 14).  

Una vez que se produce el acercamiento entre las membranas a 

fusionar, se activa la maquinaria de fusión, cuyo núcleo son las proteínas 

SNAREs. Se ha demostrado la presencia de diferentes proteínas SNAREs en 

espermatozoides humanos como SNAP-23, SNAP-25, VAMP2, sintaxina 1B, 

4 y 6. Mediante el uso de anticuerpos específicos o utilizando las toxinas 

botulínicas o tetánicas se demostró que se requiere de estas proteínas y de 

su correcto ensamble para la exocitosis acrosomal (Tome C. N., et al 2000). 
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Las proteínas NSF y αSNAP participan en el desensamble de los 

complejos SNAREs cuando se en encuentran configuración cis es decir que 

todas estas proteínas se encuentran en la misma membrana. Se ha 

demostrado que NSF y αSNAP se encuentran presentes en espermatozoides 

y que son requeridas para la exocitosis acrosomal estimulada por Ca2+ o por 

Rab3A (Michaut M. A., et al 2000; Tomes C. N. et al 2005). La actividad de 

NSF es regulada por su estado de fosforilación, en espermatozoides en 

reposo, esta proteína se encuentra fosforilada y por ello inactiva. La 

activación de Rab3A en la cascada de señales de la exocitosis acrosomal 

fusión

IP3

Ca2+ eflujo

MAE

PLC

MP

Rap-GDPRap-GTP

GAP

Epac-cAMP

Ca2+

sAC

cAMP

Rab3A-GTP Rab3A-GDP

GEF

GAP

trans SNAREs

αSNAP

PTP1B

P-NSF NSF

cis SNAREs monomericos SNAP-25

Stg VI-Ca2+

Ca2+

sintaxina

sinaptobrevina
P-Stg VI

CaN

Figura 14: Maquinaria de fusión activada durante la exocitosis acrosomal. 
El ingreso de Ca2+ lleva a la activación de la enzima adenilato ciclasa soluble (sAC) 
que sintetiza cAMP, activando Epac que a su vez inicia dos vías: la vía de Rap y la 
vía de Rab3A. Rap activa PLC produciendo IP3, el cual se une a canales de Ca2+ 
sensible a IP3 presentes en la membrana acrosomal externa (MAE) y 
desencadenando la salida del acrosoma. Esta salida de Ca2+  produce la 
desfosforilación de sinaptotagmina VI (StgVI), la cual es mediada por calcineurina 
(CaN). Rab3A activa a la fosfatasa PTP1B, quien desfosforila y activa NSF 
permitiendo la formación de SNAREs competentes para la fusión. Figura 
modificada de Branham M.T., et al 2009.  
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activa a PTP1B, fosfatasa responsable de la defosforilación y con ello 

activación de NSF y el desensamble de los complejos SNAREs en 

configuración cis (Zarelli V., et al 2009) (Fig 14). El desensamble de los 

complejos SNAREs en configuración cis permite que se formen los 

complejos en configuración trans, en donde VAMP se encuentra en la 

membrana acrosomal externa, mientras que sintaxina y SNAP-25 se 

encuentran en la membrana plasmática, sólo en esta configuración se podrá 

traccionar las dos membranas para que se produzca su fusión (Duman J. G. 

and Forte J. G. 2003; De Blas G., et al 2005) (Fig. 14).  

Los complejos trans comienzan a formarse, pero quedan estabilizados 

por complexina en una estructura intermedia llamada trans flojo (loose 

trans). La presencia de complexina genera el bloqueo de la exocitosis en 

este estadio (Roggero C. M., et al 2007), por lo que el proceso exocítico 

queda detenido en este punto. Sólo luego de un influjo de Ca2+ desde el 

acrosoma a través de canales sensibles a IP3 se logra el ensamblaje de los 

complejos trans SNAREs y la fusión de las membranas. Esta etapa es 

mediada por sinaptotagmina VI, una proteína que actúa como sensor de 

Ca2+ durante la exocitosis acrosomal y actúa desplazando a complexina 

eliminando el bloqueo de la fusión (Roggero C. M., et al 2007). Se ha 

demostrado que en espermatozoides en reposo sinaptotagmina VI se 

encuentra fosforilada en el residuo treonina de la región polibásica del 

dominio C2B y se requiere de su desfosforilación por parte de calcineurina 

para que sinaptotagmina VI sea capaz de desplazar a complexina del 

complejo SNARE (Castillo Bennett J., et al 2010). 

A modo de conclusión podemos decir que la exocitosis acrosomal en 

los espermatozoides permeabilizados transcurre con características 

funcionales y morfológicas similares a aquellas observadas en células 

intactas (Zanetti N. and Mayorga L. S. 2009) y este modelo nos ha 

permitido caracterizar la maquinaria de fusión involucrada durante la 

exocitosis acrosomal y los movimientos de Ca2+ que ocurren en este 

proceso secretorio. 

 

 



 

 

34 

 

Función de los lípidos durante la exocitosis acrosomal 

 

Dado que la exocitosis acrosomal ocurre una única vez en la vida del 

espermatozoide, es un proceso altamente regulado que además de la acción 

sincronizada de varios iones y proteínas requiere la participación de varios 

lípidos y de las enzimas involucradas en su síntesis. Se han estudiado 

diversas vías de señalización por lípidos durante la exocitosis acrosomal. Si 

bien hay numerosas publicaciones que abordan el estudio de los lípidos en 

la exocitosis acrosomal no está bien caracterizado de qué manera ni en qué 

momento actúan. Esto plantea la necesidad de estudiar con mayor 

profundidad su papel durante la exocitosis acrosomal, para poder llegar a 

un modelo que explique su función. 

Fosfatidilinositol (4,5) bifosfato es un importante fosfolípido que se 

localiza principalmente en la membrana plasmática y participa en casi todos 

los eventos que ocurren o involucran la superficie celular (Di Paolo G. and 

De Camilli P. 2006) (Fig. 15). Varios autores han demostrado que PIP2 y las 

enzimas involucradas en su síntesis tienen un rol fundamental durante los 

procesos exocíticos regulados por Ca2+ (Hay J. C., et al 1995; Milosevic I., 

et al 2005; Wen P.J., et al 2011; Koch M. and Holt M. 2012). Dada la 

importancia de PIP2 en los procesos exocíticos recientemente se ha 

estudiado la función de este fosfolípido durante la exocitosis acrosomal 

(Lopez C.I., et al 2012). Se ha demostrado que durante la exocitosis 

acrosomal se produce un aumento en la concentración de PIP2 cuando ésta 

es estimulada por Ca2+ o PMA. Además mediante el uso del dominio PH de 

la fosfolipasa Cδ1 o utilizando un anticuerpo específico contra PIP2 se 

demostró que este fosfolípido tiene un rol fundamental durante la vía de 

señales durante la exocitosis acrosomal. 
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Fosfatidilinositol (4,5) bifosfato puede regular diferentes pasos 

durante los procesos exocíticos ya que este fosfolípido regula la actividad de 

varias proteínas involucradas en la exocitosis. Asimismo PIP2 recluta 

proteínas involucradas en la fusión de membrana y además a partir de PIP2 

(van den Bogaart G., et al 2011) se generan tres importante segundos 

mensajeros como IP3, DAG (Vazquez J.M. and Roldan E.R. 1997) y 

fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) que cumplen importantes funciones 

durante la exocitosis acrosomal (Jungnickel M.K., et al 2007). Por ejemplo, 

previamente se mencionó que IP3 es el responsable de la liberación de Ca2+ 

a partir del acrosoma siendo este un paso esencial en las vías de señales 

que conduce a la exocitosis del acrosoma (De Blas G., et al 2002) (Figura 

13). 

Diacilglicerol es un importante metabolito durante la exocitosis 

acrosomal debido a que tiene un rol central como segundo mensajero ya 

que es capaz de activar a PKC (Roldan E.R. and Shi Q.X. 2007) y fosfolipasa 

A2 (PLA2) (Roldan E.R. and Fragio C. (1994) en espermatozoides humanos. 

A su vez se ha demostrado que durante la exocitosis acrosomal se genera 

un feedback positivo en la generación de PIP2 y DAG (Lopez C.I., et al 

2012). Esto se debe a que por un lado DAG es capaz aumenta la actividad 

Figura 15: Procesos que regula PIP2 en la membrana plasmática. PIP2 

regula varios pasos durante la exocitosis y ha sido involucrado en el tráfico 
intracelular de las vesículas sinápticas. Además se requiere de este fosfolípido 
durante la endocitosis mediada por clatrina y también ha sido involucrado durante 
la fagocitosis. Asimismo PIP2 activa varios canales iónicos que se localizan en la 
membrana plasmática. PIP2 también regula el anclaje de proteínas a la membrana 
plasmática mediante dominios PH y otros dominios, a su vez regula el anclaje del 
citoesqueleto de actina a la membrana plasmática y regula la actividad de varias 
proteínas que participan en el remodelamiento del citoesqueleto. A partir de PIP2 

se generan tres segundos mensajeros: como DAG, IP3 mediante la acción de PLC 
y PIP3 por medio de la enzima PI3 quinasa (PI3K). Figura modificada de Di Paolo 
G. and De Camilli P. 2006.  
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de PLC (Ebinu J.O., et al 1998), y por otro lado DAG es capaz de activar a 

(PLD1), mediante un mecanismo dependiente de PKC. El ácido fosfatídico 

(producto de la reacción catalizada por fosfolipasa D o PLD) es un 

componente crítico durante las vías de señales que conduce a la exocitosis 

acrosomal ya que activaría a la enzima fosfatidilinositol 4-fosfato 5 quinasa 

(PI4P5K), estimulando la síntesis de PIP2. Estos mecanismos asegurarían 

que durante la exocitosis acrosomal se produzca constantemente PIP2, IP3 y 

DAG (Lopez C.I., et al 2012) (Figura 16). 

Otro mecanismo por el cual DAG estimula la secreción del gránulo 

acrosomal es la activación de la proteína Rab3A, proteína capaz de inducir 

la exocitosis acrosomal como se mencionó previamente (Lopez C.I., et al 

2012). Además DAG podría ser capaz de activar proteínas que contienen 

dominios C1 como la proteína Munc13 (Rhee J.S., et al 2002) y canales de 

Ca2+ perteneciente a la familia de los TRP (Albert A.P. 2011). 

Fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato es otro importante segundo 

mensajero que se genera durante la exocitosis acrosomal en 

espermatozoides humanos. También se ha reportado en espermatozoides 

de ratón que ZP3 lleva a un aumento en la concentración de PIP3 y la 

inhibición de la producción de este fosfolípido lleva a un bloqueo de la 

exocitosis acrosomal. El aumento en la concentración de PIP3 activa Akt y 

PKCζ, dos importantes quinasas involucradas en las vías de señales que 

conducen a la exocitosis del gránulo acrosomal (Jungnickel M.K., et al 

2007). 

Los antecedentes mencionados anteriormente demuestran que 

diferentes lípidos participan en las vías de señales durante la exocitosis 

acrosomal y PIP2 presenta un rol central durante la exocitosis acrosomal, 

aunque hasta el momento se desconoce qué proteínas o enzimas regulan la 

concentración de este lípido y qué proteínas y vías de señales regula PIP2 

durante la exocitosis acrosomal. 
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Dado que PIP2 ha sido involucrado en una gran variedad de procesos 

biológicos y que este fosfolípido es capaz de regular la actividad de varias 

proteínas surge la pregunta: cómo PIP2 que se encuentra inmerso en una 

fase fluida como la membrana plasmática, es capaz de regular varios 

procesos. Varios autores sugieren que la organización espacio-temporal 

puede ser la clave para este interrogante. Se ha sugerido que existen 

diferentes microdominios intracelulares de PIP2 capaces de regular 

diferentes procesos biológicos y que la formación de estos microdominios de 

PIP2 depende tanto de la síntesis localizada de este fosfolípido como el 

“secuestro” y la “liberación” local de de PIP2 en las membranas (McLaughlin 

Colina

receptor de IP3

Ensamblaje de los
complejos SNAREs

Fusión de 
membranas

MP

MAE

acrosoma

Figura 16: Función de los lípidos durante la exocitosis acrosomal. Durante la 
exocitosis acrosomal se activa PLC enzima capaz de hidrolizar PIP2 generando dos 
importante segundos mensajeros DAG e IP3. DAG activa a PLD1 por un mecanismo 
dependiente de PKC. PLD1 hidroliza fosfatidilcolina (PC) generando colina y ácido 
fosfatídico (PA), el cual es capaz de activar la enzima fosfatidilinositol 4 fosfato 5 
quinansa (PI4P5K), produciendo la síntesis PIP2 a partir de PI4P y ATP. A su vez 
DAG activa PLC, por lo que durante la exocitosis acrosomal se generaría un 
feedback positivo asegurando la producción de PIP2. DAG también activa Rab3A, lo 
que llevaría al ensamblaje de los complejos SNAREs y fusión de membranas. 
Inositol trifosfato tiene un importante rol en las vías de señales que conduce a la 
exocitosis del acrosomal ya que produce un eflujo de Ca2+ a partir del acrosoma 
siendo este un paso esencial en la exocitosis acrosomal. Figura modificada de López 
C.I., et al 2012.  
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S. and Murray D. 2005). Específicamente varias proteínas pueden 

secuestrar (unir) electrostáticamente PIP2 en las membranas y liberarlo 

ante un estímulo adecuado dejando disponible PIP2 para interaccionar con 

otras proteínas. Este secuestro reversible de PIP2 regula la concentración 

localizada de PIP2 y contribuye a la regulación espacio-temporal de este 

fosfolípido (Glaser M., et al 1996). 

La proteína MARCKS es el prototipo de las proteínas denominadas 

pipmodulinas (Laux T., et al 2000) ya que esta proteína es capaz de 

secuestrar reversiblemente PIP2. 

 

MARCKS: CONCEPTOS CLÁSICOS 

 

La proteína MARCKS acrónimo de Myristylated Alanine-Rich C-Kinase 

Susbtrate, es una proteína intracelular que presenta una expresión 

abundante y ubicua (Aderem A. 1992; Blackshear P.J. 1993; Arbuzova A., 

et al 2002; Sundaram M., 2004). A pesar de que MARCKS no posee ninguna 

actividad enzimática intrínseca, tiene una función sobresaliente durante las 

vías de señales intracelulares y esto se debe a que interacciona con 

importantes moléculas involucradas en diferentes vías de señales. MARCKS 

es capaz de unir y secuestrar reversiblemente a PIP2 en las membranas 

(Glaser M., et al 1996). Se ha reportado que MARCKS es el principal 

sustrato de proteína quinasa C (PKC) en varios modelos celulares y se ha 

demostrado que esta proteína interacciona con alta afinidad con 

calmodulina (CaM) (Gallant C., et al 2005), el principal mediador de las 

señales de Ca2+. Además varios trabajos han reportado que MARCKS es 

capaz de unir y regular el citoesqueleto de actina (Hartwig J.H., et al 1992). 

Dado que MARCKS puede interaccionar con estas importantes moléculas 

esta proteína ha sido involucrada en diversos procesos biológicos como 

motilidad y migración celular, durante procesos endocíticos y exocíticos y 

regulando el ciclo celular. 
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Estructura de MARCKS 

 

Con respecto a la estructura primaria y secundaria, la proteína 

MARCKS presenta varias particularidades. Una peculiaridad es que en su 

estructura primaria MARCKS presenta un elevado número de residuos 

cargados negativamente (ácido glutámico), por lo que a pH neutro esta 

proteína es altamente ácida (punto isoeléctrico= 4,5-4,7). Además presenta 

varios residuos de alanina, glicina y prolina. Otra peculiaridad que presenta 

MARCKS es con respecto a su peso molecular. Si bien mediante 

espectrometría de masa y a partir de la secuencia del ADN de la proteína, 

se determinó que el peso molecular de MARCKS es 31,75 kDa, el valor 

obtenido en geles de poliacrilamida es de aproximadamente 80 kDa. Este 

efecto de retardo en gel se explica mediante su estructura secundaria, por 

dicroísmo circular se demostró que sólo un 10 % de la proteína presenta 

estructura secundaria (α-hélice), mientras que el resto de la proteína no 

presenta una estructura secundaria definida, por lo que MARCKS presenta 

una conformación extendida y ha sido clasificada en el grupo de proteínas 

denominadas “naturalmente desplegada” (del inglés natively unfolded) 

(Arbuzova A., et al 2002). Esta conformación extendida, sería en parte la 

responsable del efecto del retraso en gel, ya que esta conformación 

dificultaría la migración de la proteína a través de los poros de los geles de 

poliacrilamida.  

Varios estudios han identificado tres regiones altamente conservadas 

en la proteína MARCKS. La región en el extremo N-terminal, que contiene la 

secuencia consenso para la miristoilación, una modificación postraduccional 

que consiste en la adición de un grupo miristoilo en un residuo de glicina 

siendo esta unión covalente e irreversible. Cercano a la región N-terminal se 

encuentra el dominio MH2. Este dominio es similar a la cola citoplasmática 

del receptor de manosa-6-fosfato catión independiente, y hasta el momento 

se desconoce su función. Cerca de la mitad de la proteína se encuentra el 

dominio efector (ED, del inglés Efector Domain) o también conocido 

indistintamente como o sitio de fosforilación (PSD, del inglés 

Phosphorylation Site Domain) (Fig. 17). Este dominio es el responsable de 
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la mayoría de las funciones que se le atribuyen a la proteína MARCKS. El 

dominio efector es capaz de secuestrar PIP2 en las membranas y a su vez 

en este dominio se encuentra el sitio de unión a CaM (Gallant C., et al 

2005). Además se ha demostrado que este dominio es capaz de unir y 

regular el citoesqueleto de actina. A su vez el dominio efector de MARCKS 

también puede ser fosforilado en cuatro residuos de serina (posiciones 152, 

156, 160 y 163 en ratón) por PKC u otras quinasas (Sasaki Y. 2003) (Figura 

16). La fosforilación del dominio efector inhibe las interacciones 

mencionadas previamente. 

 

Unión reversible de MARCKS a las membranas 

 

MARCKS se une a las membranas celulares y esta unión es 

dependiente de dos interacciones. Por un lado el grupo miristoilo presente 

en la región N-terminal es capaz de introducirse dentro de las membranas 

hidrofóbicas (Arbuzova A., et al 2002). Por otro lado, el dominio efector de 

MARCKS que a diferencia del resto de la proteína es altamente básico ya 

que presenta varios residuos cargados positivamente (un residuo de 

arginina y doce residuos de lisina), es capaz de interaccionar 

electrostáticamente con los fosfolípidos ácidos presentes en las membranas 

como PIP2 (Wang J., et al 2002; McLaughlin S. and Murray D. 2005; Dietrich 

U., et al 2009) (Fig. 17). A su vez el dominio efector de MARCKS presenta 

varios residuos hidrofóbicos (cinco residuos de fenilalanina), los cuales 

contribuyen a la unión de las membranas ya que los anillos aromáticos 

presentes en estos aminoácidos son capaces de introducirse en las 

membranas hidrofóbicas (Gambhir A., et al 2004) (Fig. 17). Cabe 

mencionar que la proteína MARCKS requiere de ambas interacciones para la 

unión a las membranas, inserción del grupo miristoilo en las membranas 

hidrofóbicas y de la interacción electrostática del dominio efector con los 

fosfolípidos ácidos de las membranas. Ninguna de estas interacciones por si 

sola es lo suficientemente fuerte para unir MARCKS a las membranas 

(Arbuzova A., et al 2002). 
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La unión de MARCKS con las membranas le permite regular la 

disponibilidad de PIP2 en las membranas (Laux T., et al 2000; McLaughlin S. 

and Murray D. 2005). Varios trabajos han demostrado que PIP2 y MARCKS 

colocalizan en microdominios de la membrana plasmática denominados 

balsas lipídicas y en otras estructuras subcelulares como adhesiones 

focales, en los “ruffles” de membrana y durante la formación de fagosomas 

(Sundaram M., et al 2004). MARCKS es capaz de regular la disponibilidad 

de PIP2 ya que al secuestrar este fosfolípido evita que otras enzimas 

interaccionen con PIP2. Por ejemplo se ha demostrado que el dominio 

efector de MARCKS evita que PIP2 sea hidrolizado por PLC (Glaser M., et al 

1996; Gambhir A., et al 2004). Asimismo MARCKS promueve la formación 

de dominio ricos en PIP2 en la membrana plasmática de células PC12 (Laux 

Figura 17: Representación esquemática de MARCKS y su interacción con 
las membranas. MARCKS presenta tres regiones bien definidas funcional y 
estructuralmente, la región N-terminal que puede ser miristoilada en un residuo de 
glicina; el dominio MH2 de función desconocida y el dominio efector (aminoácidos 
151-175). El domino efector presenta varios residuos cargados positivamente (un 
residuo de arginina “R” y doce residuos de lisina “L”) y cinco residuos de 
fenilalanina (círculos verdes). Además el domino efector presenta cuatro residuos 
de  serina que pueden ser fosforilables por PKC u otras quinasas (círculos rojos con 
una X). MARCKS interacciona con las membranas por la inserción del grupo 
miristoilo presente en el extremo N-terminal y por interacción electrostática del 
dominio efector con los fosfolípidos de membrana como PIP2 (círculos amarillos). 
Además los residuos de fenilalanina se introducen  en las membranas hidrofóbicas, 
contribuyendo a esta interacción. Figura modificada de Sundaram M. et al. 2004.  
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T., et al 2000) y la formación de estos dominios de membranas se debe a 

que el dominio efector de MARCKS presenta una gran afinidad por PIP2 y a 

la gran capacidad de unión que presenta este dominio, ya que una sola 

molécula de dominio efector es capaz de secuestrar tres moléculas de este 

fosfolípido.  

Otra característica importante de la unión de MARCKS con las 

membranas es que esta una unión es reversible, y este mecanismo puede 

ser regulado por PKC o CaM (McLaughlin S. and Aderem A. 1995; Arbuzova 

A., et al 2002) (Fig. 18). 

Como se mencionó anteriormente el dominio efector de MARKCS es el 

principal sustrato de PKC en varios modelos celulares (Thelen M., et al 

1991) y puede ser fosforilado por varias quinasas (Sasaki Y. 2003). Una vez 

que se produce la fosforilación en los residuos de serina presente en el 

dominio efector, las cargas negativas de los grupos fosfatos reducen la 

atracción electrostática entre el dominio efector y los fosfolípidos de las 

membranas, produciendo la translocación de la proteína desde la membrana 

plasmática hacia el citosol celular, permitiendo así que PIP2 interaccione con 

otras proteínas como PLC. Una vez que MARCKS se localiza en el citosol, 

está puede ser desfosforilada por diferentes fosfatasas y translocarse 

nuevamente a hacia la membrana plasmática (Seki K., et al 1995). Este 

mecanismo de fosforilación/desforilación explica la unión reversible de 

MARCKS a las membranas (Fig. 18). 

Otro proteína que interacciona con MARCKS y regula su unión a 

membrana es CaM (McLaughlin S. and Murray D. 2005). El incremento en la 

concentración de Ca2+ intracelular produce la activación de CaM lo que le 

permite interaccionar con varias proteínas. Calmodulina interacciona con 

gran afinidad con MARCKS a través del dominio efector y esta unión 

produce la translocación de MARCKS desde la membrana plasmática al 

citosol. Una vez que la concentración de Ca2+ intracelular retorna a los 

niveles normales, CaM libera a MARCKS permitiéndole interaccionar 

nuevamente con las membranas (Fig. 18). 
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 Debido a que MARCKS ha sido involucrada en las vías de señales de 

PKC y CaM y se ha planteado que MARCKS podría ser un punto de cruce 

(cross-talk) entre estas vías de señalización. Cabe mencionar que las 

interacciones de MARCKS con CaM y PKC son mutuamente excluyentes ya 

que una vez que se produce la unión de CaM al dominio efector de MARCKS, 

se bloquean los residuos de serina fosforilables. A su vez la fosforilación de 

MARCKS inhibe la interacción con CaM (Arbuzova A., et al 2002).  

 

Membrana
plasmática

Fosfatasas       

Figura 18: Unión reversible de MARCKS a las membranas. MARCKS puede 
translocar reversiblemente desde la membrana plasmática hacia el citosol celular 
por fosforilación por PKC u otras quinasas. Una vez que MARCKS es fosforilada, las 
cargas negativas de los grupos fosfatos producen una repulsión electrostática con 
las cargas negativas de los fosfolípidos, produciendo la translocación de MARCKS 
hacia el citosol. En el citosol celular MARCKS puede ser desfosforilada permitiéndole 
interaccionar nuevamente con las membranas. Otro mecanismo por el que MARCKS 
se transloca reversiblemente al citosol celular es por la interacción con Ca2+-CaM. El 
complejo Ca2+-CaM interacciona con gran afinidad con MARCKS, produciendo la 
translocación de MARCKS. Una vez que los niveles de Ca2+ vuelven a los valores 
normales MARCKS se disocia de CaM, lo que le permite interaccionar nuevamente 
con las membranas. Cabe mencionar que las interacciones de PKC y CaM con 
MARCKS son mutuamente excluyentes. Figura modificada de Arbuzova A., et al 
2002.  
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Evidencias de MARKCS en procesos exocíticos 

 

Numerosos trabajos han sugerido que la proteína MARCKS participa 

en diversos procesos exocíticos. Por ejemplo, PMA produce un aumento en 

la secreción de noradrenalina en células de neuroblastoma humano, durante 

este proceso secretorio se produce la fosforilación y posterior translocación 

de MARCKS desde las membranas hacia el citosol, sugiriendo una 

correlación entre la translocación de MARCKS y el aumento en la liberación 

de noradrenalina (Goodall A.R., et al 1997). Los esteres de forbol también 

inducen un aumento en la fosforilación de MARCKS en células cromafines, lo 

que lleva al desensamble de los filamentos de actina corticales produciendo 

la liberación de noradrenalina en este modelo celular (Trifaró J.M., et al. 

2000; Rosé S.D., et al 2001). Además, se ha reportado que prostaglandina 

F2α (PGF2α) estimula la fosforilación de MARCKS y la secreción de oxitocina, 

siendo este proceso secretorio inhibido cuando se expresa una mutante de 

MARCKS no fosforilable (Salli U., et al. 2000; Salli U., et al 2003). 

Asimismo, en células humanas normales bronquiales epiteliales se ha 

demostrado que MARCKS es un componente importante en las vías de 

señales que conducen a la secreción de mucina y que al igual que en otros 

modelos, se produce la fosforilación y translocación de MARCKS durante 

este proceso exocítico (Li Y., et al 2001). Finalmente, Eliyahu y 

colaboradores (Eliyahu E., et al 2005; Eliyahu E., et al 2006) demostraron 

que MARCKS se encuentra presente en ovocitos de rata y que se requiere la 

fosforilación y translocación de esta proteína para que se produzca la 

exocitosis de los gránulos corticales.  

A partir de estos trabajos se puede concluir que durante las vías de 

señales que conducen a la exocitosis en diferentes modelos celulares, se 

produce la fosforilación y translocación de la proteína MARCKS, ambos 

sucesos requeridos para que ocurra la exocitosis. Dado que MARCKS in vitro 

puede unir y polimerizar filamentos de actina, algunos autores han 

propuesto que MARCKS actúa como un punto de anclaje del citoesqueleto 

de actina a la membrana plasmática, por lo que la fosforilación de MARCKS 

además de producir la translocación de la proteína, también produciría el 
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desensamble del citoesqueleto de actina próximo a la membrana 

plasmática. De esta manera se facilitaría el acercamiento y translocación de 

las vesículas secretorias hacia la membrana plasmática para su posterior 

fusión. Sin embargo, las evidencias de una interacción directa entre 

MARCKS y actina in vivo son escasas, y dado que existe una correlación 

entre las funciones biológicas de MARCKS y PIP2 y debido a que PIP2 tiene 

una función fundamental en la regulación del citoesqueleto de actina, 

también se ha propuesto que MARCKS podría regular el citoesqueleto de 

actina mediante la unión de PIP2. 

Recientemente Gadi y colaboradores (Gadi D., et al 2011) 

propusieron un nuevo mecanismo de acción de MARCKS durante la 

degranulación de mastocitos. Mediante el uso de un dominio efector de 

MARCKS mutante, el cual no se puede fosforilar porque los cuatros residuos 

de serina presentes en el dominio efector fueron mutados por alanina, 

inhibieron la degranulación de los mastocitos. Ellos proponen que la 

inhibición de este proceso secretorio se debe a que el dominio efector no 

fosforilable permanece unido a la membrana plasmática secuestrando 

permanentemente PIP2, por lo tanto impediría la producción de IP3 y los 

movimientos de Ca2+ necesarios para la degranulación de los mastocitos.  

Estos trabajos indican que MARCKS podría actuar regulando 

diferentes etapas durante los procesos exocíticos, por un lado, la 

translocación de las vesículas hacia la membrana plasmática, proceso 

regulado por el citoesqueleto de actina, y por otro lado, los movimientos de 

Ca2+ necesarios para la fusión de membranas. 

Si bien la bibliografía sugiere la participación de MARCKS en varios 

procesos exocíticos, se desconoce si MARCKS participa en la exocitosis 

acrosomal. Hasta el momento no se ha documentado la presencia de 

MARCKS en espermatozoides humanos. Este trabajo de tesis propone 

estudiar la presencia de MARCKS en espermatozoides humanos y su 

participación durante la exocitosis acrosomal. 
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HIPÓTESIS 

 

MARCKS está presente en espermatozoides humanos y 

participa en las vías de señales que conducen a la exocitosis 

acrosomal, regulando la disponibilidad de PIP2 y los movimientos de 

Ca2+ que ocurren durante este proceso secretorio. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

 Determinar si MARCKS está presente en espermatozoides humanos y 

estudiar la función de MARCKS y su relación con la maquinaria de fusión 

involucrada en la exocitosis acrosomal. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1- Determinar si MARCKS está presente en espermatozoides humanos y 

si participa en las vías de señales que conducen a la exocitosis 

acrosomal, actuando como una pipmodulina. 

MARCKS es una proteína ubicua, aunque hasta el momento se 

desconoce su presencia y localización en espermatozoides humanos. En 

una primera etapa se utilizarán diferentes anticuerpos que reconocen los 

diferentes dominios de la proteína MARCKS y mediante la técnica de 

Western blot e inmunofluorescencia indirecta nos proponemos estudiar 

la presencia y localización de MARCKS en espermatozoides humanos.  

Dado que MARCKS ha sido involucrada en varios procesos exocíticos 

también en este objetivo nos proponemos estudiar la participación de 

MARCKS durante la exocitosis acrosomal. Para ello se utilizará el modelo 

de espermatozoides permeabilizados lo que nos permitirá utilizar 

diferentes reactivos como anticuerpos y proteínas recombinantes para 

evaluar la función de MARCKS durante la exocitosis acrosomal. Por otro 

lado se conoce que MARCKS interacciona con varias moléculas y que 

estas interacciones son reguladas por su estado de fosforilación, por ello 

mediante el uso del dominio efector salvaje de MARCKS recombinante y 

mutantes de este dominio se estudiará cómo influye el estado de 

fosforilación de MARCKS en la exocitosis acrosomal.  
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Además durante este objetivo se analizará si el dominio efector de 

MARCKS actúa como una pipmodulina regulando las concentraciones 

disponibles de PIP2 un importante fosfolípido que ha sido involucrado en 

las vías de señales que ocurren durante la exocitosis acrosomal.  

2- Estudiar si MARCKS regula los movimientos de Ca2+ que ocurren 

durante la exocitosis acrosomal y si su estado de fosforilación varía 

durante la exocitosis acrosomal y la capacitación en espermatozoides 

humanos intactos.  

Durante este objetivo se estudiará si MARCKS regula las movilizaciones 

de Ca2+ durante la exocitosis acrosomal en espermatozoides intactos. 

Dado que los espermatozoides permeabilizados pierden los gradientes de 

membrana, durante este objetivo se utilizarán espermatozoides intactos. 

Una desventaja que presentan los espermatozoides intactos es que son 

transcripcionalmente inactivos por lo que no se pueden utilizar técnicas 

como transfección y ARN de interferencia para el estudio de la función de 

las proteínas durante la exocitosis acrosomal. Para superar esta limitante 

se estudiará la función de MARCKS durante los movimientos de Ca2+ que 

ocurren en la exocitosis acrosomal, mediante el uso de un péptido 

cargados positivamente el cual es permeable a membrana (López C.I., 

et al, 2007; Garnier-Lhomme M., et al 2009). La secuencia aminoacídica 

154-165 correspondiente al dominio efector de MARCKS presenta una 

alta densidad de cargas positivas, lo que le permite ser permeable a las 

membranas. En una primera etapa se evaluará si la secuencia 

aminoacídica 154-165 correspondiente al dominio efector de MARCKS es 

permeable a membranas. Esta propiedad nos permitirá estudiar la 

función de MARCKS durante la exocitosis acrosomal y evaluar la 

participación de MARCKS durante los movimientos de Ca2+ durante la 

exocitosis acrosomal en espermatozoides intactos. De esta manera 

obtendremos información acerca de la función de MARCKS en 

condiciones fisiológicas, lo que nos permitirá tener un panorama más 

completo acerca de los mecanismos que se producen durante la 

exocitosis acrosomal. 
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En relación al objetivo uno se ampliarán los estudios para determinar 

cómo influye el estado de fosforilación de MARCKS en la exocitosis 

acrosomal, por lo que durante este objetivo se evaluará el estado de 

fosforilación de la proteína endógena durante la exocitosis acrosomal. 

Además debido a que durante la capacitación se producen varios 

cambios que le permiten al espermatozoide secretar el gránulo 

acrosomal y dado que en la capacitación se producen cambios en el 

estado de fosforilación de varias proteínas, también nos proponemos 

estudiar si el estado de fosforilación de MARCKS varía durante la 

capacitación. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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Reactivos 

 

Estreptolisina O recombinante se obtuvo del Dr. Bhakdi (University of 

Mainz, Mainz, Germany). Como medio de cultivo se utilizó Human Tubal 

Fluids (HTF). PKC βII, 2-amino-etoxidifenilborato (2-APB) y adenofostina A 

se obtuvieron de Calbiochem (Merck Química Argentina SAIC, Buenos Aires, 

Argentina). Tanto la estreptavidina acoplada a peroxidasa de rábano (HRP) 

como los anticuerpos secundarios biotilinados fueron obtenidos de DAKO, 

Tecnolab (Buenos Aires, Argentina). La lectina Pisum sativum marcada con 

isotiocianato de fluoresceína (PSA-FITC), el forbol 12-miristato 13-acetato 

(PMA), el anticuerpo anti-β tubulina y el anticuerpo monoclonal anti-fosfo 

MARCKS de conejo (fosfo-Ser152/156, anti-fosfo MARCKS) provienen de 

Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina). Los marcadores de peso molecular 

preteñidos provienen de Bio Rad (Buenos Aires, Argentina). En anticuerpo 

AntiIgG de conejo marcado con Cy3 o con oro coloidal de 6 nm y el antiIgG 

de ratón marcado con DyLightTM fueron obtenidos de Jackson 

Immunochemicals (Sero-immunoDiagnostics, Inc., Tucker, GA). Glutation-

sefarosa proviene de GE Healthcare. ATP marcado con [γ32P] se obtuvo de 

Perkim Elmer life Science (Migliore-Laclaustra. Buenos Aires, Argentina). 

Fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) se obtuvo de Avanti Polar Lipids, Inc., 

(Alabaster, USA). El anticuerpo policlonal de cabra que reconoce la región 

N-terminal de MARCKS (N-19) y el péptido de bloqueo MARCKS N-19 

provienen de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). El 

anticuerpo monoclonal anti-MARCKS de ratón que reconoce el extremo N-

terminal correspondiente a los aminoácidos 2-66 de la proteína MARCKS 

humana (N-66), y el anticuerpo policlonal anti-MARCKS que reconoce el 

domino efector de MARCKS, alrededor de la serina 162 (anti-ED) se 

obtuvieron de Abcam. A23187 se obtuvó de Alomone Laboratories Ltd. 

(Jerusalem, Israel). La aglutinina Lens culinaris marcada con isotiocianato 

de tetrametilrodamina (LCA-TRITC) o acoplado a isotiocianato de 

fluoresceína (LCA-FITC) proviene de Vector Labs (Bioars, Argentina) y el 

péptido correspondiente a la secuencia (154-165) del dominio efector de 

MARCKS humana marcado con tetrametilrodamina (ED154-165-TMR) proviene 

de Anaspec (USA). El resto de los reactivos se obtuvieron de Tecnolab o 
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Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina). El anticuerpo anti-fosfo PKC α/βII 

(Thr 638/641) que reconoce el residuo fosforilado de treonina 638 de la PKC 

α y el residuo de treonina fosforilado 641 de la PKC βII y el anticuerpo anti-

fosfo PKC δ/θ (Ser643/676) que reconoce el residuo de serina fosforilado 

643 de la PKC δ y el residuo de serina fosforilado 676 de la PKC θ fueron 

obtenido de Cell Signaling. El anticuerpo policlonal anti-GST de conejo se 

obtuvo en Novus Biologicals.  

 

Mutagénesis sitio dirigida del dominio efector de MARCKS 

 

El plásmido codificante para el dominio efector de MARCKS de ratón, 

pGEX3X-ED-MARCKS (96-184) fusionado a GST fue gentilmente provisto 

por el Dr. Jae-Won Soh (University of Inha, Incheon, Korea). Las mutantes 

del dominio efector de MARCKS fueron obtenidas a partir del plásmido  

pGEX3X-ED-MARCKS (96-184) utilizando el kit de mutagenesis sitio-dirigida 

por fusión de New England BioLabs. Las mutantes del dominio efector de 

MARCKS en las cuales las serinas de las posiciones 152, 156, 159 y 163 

fueron sustituidas por alanina (ED4A) o por ácido aspártico (ED4D) fueron 

construidas por PCR convencional usando los siguientes oligonucleótidos 

mutagénicos fosforilados in vitro como cebadores de cadena adelantada:  

5’-

GAAGCGCTTTGCCTTCAAGAAGGCCTTCAAGCTGGCCGGCTTCGCCTTCAAGAAG

AGC -3' (ED4A) y 5’-GCGCT 

TTGACTTCAAGAAGGACTTCAAGCTGGACGGCTTCGACTTCAAGCCG-3’ (ED4D). 

Siendo para ambos el cebador de reversa 5’-

TTTTTTTTTTTCGGGGTCTCGCTGCTGGGCGACGG-3’. La ligación, 

transformación y el análisis de la transformación fueron llevados a cabo de 

acuerdo con las instrucciones del kit. Las mutaciones fueron confirmadas 

por secuenciación.  
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Producción del dominio efector de MARCKS recombinante y sus 

mutantes 

 

Los plásmidos codificantes para el dominio efector de MARCKS tipo 

salvaje (ED) así como los codificantes para los dominios mutantes, no 

fosforilable (ED4A) y fosfomiméticos (ED4D) fueron transformados en 

células E.coli cepa BL21 (Stratagene, La Jolla, CA) y luego suspendidas en 3 

ml de medio LB con ampicilina e incubadas a 37°C en un agitador a 200 

RPM durante 16 horas. Posteriormente esta suspensión de bacterias se 

colocó en 200 ml de medio LB con ampicilina y fue incubada nuevamente a 

37°C en un agitador a 200 RPM hasta alcanzar una densidad óptica de 0,5. 

Luego la expresión génica del plásmido fue inducida con 0,5-0,7 mM de 

isopropiol 1-tio-D-galactosido (IPTG) por 3 horas a 37°C en agitación a 200 

RPM. El cultivo fue posteriormente centrifugado a 15.000 RPM, a 4°C 

durante 45 minutos. Se descartó el sobrenadante y el pellet obtenido se 

resuspendió en PBS. Para realizar la lisis bacteriana, se agregó lisozima 1 

mg/ml y se incubó con agitación durante 15 minutos a 4°C. A continuación, 

se agregó 1 % de Tritón X-100 y el cultivo nuevamente fue incubado con 

agitación durante 15 minutos a 4°C. Luego se agregó 1 % de 

estreptomicina, 1 mM EDTA e inhibidor de Proteasas (P2714, Sigma). A 

continuación se realizó lisis por ultrasonido mediante 4 ciclos de 1 minuto 

cada una. La suspensión se centrifugó a 15.000 RPM, a 4°C, durante 45 

minutos. Los dominios recombinantes se purificaron en columnas de 

glutatión sefarosa, para ello el sobrenadante obtenido fue incubado con 

glutatión-sefarosa a 4°C durante 16 horas y se eluyó la proteína con buffer 

de elución (NaCl 120 mM, Glutatión reducido 50 mM, Tris 100 mM; pH 8). 

 

Ensayo de fosforilación in vitro 

 

Para los ensayos de fosforilación 15 µM del dominio efector de 

MARCKS fueron incubados por 40 min a 37°C en 20 mM Hepes pH 7,4 con 2 

mM DTT, 5 mM MgCl2, 100 µM ATP, 100 µM CaCl2, 140 µM  de 
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fosfatidilserina, PMA 325 nM , inhibidores de proteasas 1 x y 0,6 U/ml de 

PKC βII. La mezcla fue filtrada a través de sefadex G-25, equilibrada con 

buffer de sacarosa (250 mM sacarosa, 20 mM HEPES-K, 0,5 mM EGTA, pH 

7,4) para eliminar PMA y otras moléculas pequeñas (Roggero et al. 2005). 

Para los ensayos de marcación con γ32P de las proteínas recombinantes, 5 

µM del ED, ED4A, ED4D y GST fueron fosforilados como se describe arriba 

utilizando 10 µM de ATP marcado con [γ32P] cuya actividad era de 5 µCi/ml. 

Las muestras se resolvieron en un gel SDS-PAGE de tris-glicina al 10 % que 

posteriormente fue secado y expuesto a placa Pierce CL-XPosure Film 

(Tecnolab, Argentina). Los ensayos de fosforilación fueron diseñados para 

esta tesis en nuestro Laboratorio. 

 

Ensayo de Western blot 

 

Los espermatozoides fueron lavados en PBS 2 veces y posteriormente 

resuspendidos en buffer sample (2 % SDS, 10 % glicerol y 62,5 mM Tris-

HCl pH 6,8) sin agentes reductores. Las proteínas fueron extraídas por 

calentamiento a 95°C, 3 veces, por 4 minutos cada una, intercalando 

incubaciones a 4°C durante 3 min. Posteriormente las muestras fueron 

centrifugadas a 12000 x g por 10 min. El sobrenadante fue ajustado a 5 % 

de β-mercaptoetanol. 

Las proteínas se resolvieron en un gel de poliacrilamina al 10 % y 

luego fueron transferidos a membrana de PVDF (PVDF, del inglés polyvinyl 

difluoride) (Millipore). La reactividad inespecífica fue bloqueada mediante 

incubación por 1 hora a 25°C en solución de bloqueo [leche descremada al 

5% disuelta en T-TBS, (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl y 0,1 % 

tween-20)], posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios N-

66 de Abcam (0,26 µg/ml), N-19 de Santa Cruz (0,13 µg/ml), anti-fosfo 

MARCKS (0,06 µg/ml) en. Los anticuerpos anti-fosfo PKC α/βII y el 

anticuerpo anti-fosfo PKC δ/θ se usaron en una dilución 1/4000 en solución 

de bloqueo y durante 16 horas a 4°C. Como anticuerpos secundarios se 

utilizaron, anticuerpo AntiIgG de ratón biotinilado (0,076 µg/ml), anticuerpo 
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antiIgG de cabra biotinilado (0,4 µg/ml) o anticuerpo AntiIgG de conejo 

biotinilado (0,076 µg/ml), por 1 hora a 25°C y luego las membranas fueron 

incubadas con estreptavidina acoplada a HRP (0,17 µg/ml) por 1 hora a 

25°C. Los excesos de anticuerpos primarios y secundarios así como de la 

estreptavidina acoplada a HRP se removieron con 5 lavados de 10 min cada 

uno con T-TBS. Como control de carga las membranas se retrataron con 

anticuerpo anti-β tubulina o anti actina. La detección se realizó mediante 

sistema de quimioluminicencia (ECL; GE Healthcare) y las imágenes de las 

bandas fueron obtenidas usando un analizador de imágenes luminicentes 

LAS-4000 (Fujifilm).  

 

Ensayo de Dot blot 

 

Para los ensayos de Dot blot 200 ng del dominio efector de MARCKS 

fusionando a GST fue inmovilizada en una membrana de PVDF. En la misma 

membrana también se sembraron iguales cantidades del dominio efector de 

MARCKS fosforilado in vitro (pED), la mutante no fosforilable (ED4A), la 

mutante fosfomimética (ED4D) y glutation s-transferasa. La reactividad 

inespecífica fue bloqueada mediante incubación por 1 hora a 25°C en 

solución de bloqueo. Posteriormente se incubó por 16 hora a 4°C con 

anticuerpo anti-GST (0,016 µg/ml en solución de bloqueo o anti-fosfo 

MARCKS (0,06 µg/ml), en solución de bloqueo. Las membranas fueron 

lavadas 5 veces con PBS 0.1 % Tween-20 e incubadas con un anticuerpo 

AntiIgG de ratón acoplada a HRP (0,016 µg/ml en T-TBS 0,1 % Tween-20, 

1 hora a 25°C), posteriormente se lavó 5 veces con T-TBS 0,1 % Tween-20. 

Finalmente las imágenes de las bandas fueron obtenidas usando un 

analizador de imágenes luminicentes LAS-4000 (Fujifilm). 
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Obtención de membranas de espermatozoides humanos 

 

Se siguió el protocolo descripto por Bohring y Krause (Bohring C. and 

Krause W. 1999), modificado por Tomes et al (Tomes C.N., et al 2005). 

Después de los tratamientos correspondientes se tomaron 

aproximadamente 60 x 106 espermatozoides, las cuales fueron lavadas dos 

veces con PBS y después se incubaron con el buffer hipoosmótico (citrato 

de sodio 2H20 7,35 mg/ml, fructosa 13,5 mg/ml) durante 2 horas a 37°C. 

Luego se agrego inhibidores de proteasas y se sónico. Se separaron los 

restos celulares centrifugando 15 min a 10.600 x g a 4°C y 10 min a 20.800 

x g también a 4°C. Luego se separaron las membranas centrifugando a 

208.000 x g en una ultracentrífuga Beckman Optima. El pellet final que 

contiene las proteínas de membrana se resuspendió en buffer sample sin 

agentes reductores. Luego el sobrenadante fue ajustado a 5 % de β-

mercaptoetanol. 

 

Ensayo de exocitosis acrosomal en espermatozoides 

permeabilizados 

 

Para los ensayos de exocitosis acrosomal se utilizaron 

espermatozoides humanos de donantes sanos, quienes firmaron un 

consentimiento informado sobre los protocolos a utilizar en esta tesis en 

concordancia con la Declaración de Helsinki (2008) y aprobado por el 

comité de ética de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad 

Nacional de Cuyo.  

Los espermatozoides de mayor movilidad se obtuvieron por 

separación por medio de la técnica de swim up en HTF, preparado como 

está formulado por Irvine Scientific (Santa Ana, CA), suplementado con 0,5 

% de BSA por 1 hora a 37°C en una atmosfera de 5 % de CO2 y 95 % aire. 

Tras ajustar la concentración a 5-10 x 106 células/ml se incubaron en 

condiciones similares por 2 horas para su capacitación. Los espermatozoides 
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incubados en condiciones capacitantes fueron usados sin permeabilización 

(espermatozoides intactos) o permeabilizados. Para la permeabilización los 

espermatozoides de incubaron con 1,9 U/ml de SLO como se describe en 

(Yunes R., et al 2000) y posteriormente fueron resuspendidos en buffer 

sacarosa a 4°C (250 mM sacarosa, 0,5 mM EGTA, 20 mM Hepes-K pH) con 

2 mM de DTT. Para los ensayos de exocitosis acrosomal, los inhibidores y 

estimuladores fueron agregados en secuencia como lo indican las figuras e 

incubados por 10 a 15 min a 37°C luego de cada adición. Una vez secas las 

muestras se fijaron y permeabilizaron inmediatamente con metanol frío 

durante 30 segundos. Las muestras fijadas se tiñeron con 50 µg/ml de 

lectina Pisum sativum conjugada con isotiocianato de fluoresceína (PSA-

FITC) en PBS en una cámara húmeda en la oscuridad durante 40 minutos a 

25°C. Luego se lavó el exceso de lectina con agua destilada durante 20 

minutos a 4°C. Se evaluó el estado acrosomal de al menos 200 células en 

un microscopio de epifluorescencia (Nikon Optiphot II) con objetivo de 

inmersión (X630). Este procedimiento nos permitió diferenciar dos patrones 

de tinción: I) ausencia de tinción en el acrosoma o tinción del segmento 

ecuatorial (espermatozoides reaccionados) y II) tinción selectiva y completa 

del acrosoma (espermatozoides no reaccionados o intactos) (Fig. 19). 

 

 

En todos los experimentos se incluyeron células no estimuladas como 

controles negativos y células estimuladas con 10 µM Ca2+ libre como control 

positivo. Para cada experimento los datos fueron estandarizados mediante 

la sustracción del número de espermatozoides reaccionados en el control 

negativo (rango 10 al 20 %) al valor de reaccionados en cada condición 

Figura 19: Fotografía de microscopía de 
fluorescencia de espermatozoides 
humanos. La fotografía muestra los 
diferentes patrones de evaluación de la 
exocitosis acrosomal en espermatozoides 
humanos teñidos con Pisum Sativum 
Agglutinin conjugada a isotiocianato de 
fluoresceína (PSA-FITC). ENR, 
espermatozoides no reaccionados que 
presentan tinción completa de su acrosoma, 
ER, espermatozoides reaccionados, sólo 
muestran tinción del segmento ecuatorial 

ENR 
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(rango entre 20 al 30 %) y expresando estos resultados como porcentajes 

de la exocitosis acrosomal observada en el control positivo. La diferencia 

promedio entre los controles negativo y positivo fue de un 13%. 

Experimentos con diferencias menores al 10 % fueron descartados. 

 

Ensayo de exocitosis acrosomal en espermatozoides intactos 

 

Espermatozoides capacitados fueron ajustados a una concentración 

de 5-10 x 106 células/ml. Posteriormente se realizaron dos lavados con HTF 

sin BSA, y se incubaron las células con el péptido ED154-165-TMR a diferentes 

concentraciones (1-4 µM) durante 30 minutos a 37°C, en oscuridad. Luego 

se estimuló la exocitosis acrosomal con 200 nM de PMA, 10 µM de ionóforo 

de calcio o 15 µM de progesterona durante 15 minutos a 37°C, en 

oscuridad. Las células fueron lavadas con PBS y sembradas en portaobjetos. 

Una vez secas las muestras se fijaron y permeabilizaron inmediatamente 

con metanol frío durante 45 segundos. Las muestras fijadas se tiñeron con 

50 µg/ml de PSA-FITC en PBS en una cámara húmeda en la oscuridad 

durante 40 minutos a 25°C. Luego se lavó el exceso de lectina con agua 

destilada durante 20 minutos a 4°C. Se evaluó el estado acrosomal de al 

menos 200 células en un microscopio de epifluorescencia (Nikon Optiphot 

II) y se procedió como se indica en los ensayos de exocitosis acrosomal en 

espermatozoides permeabilizados. 

 

Inmunoflourescencia indirecta 

 

Cien ml de espermatozoides capacitados ajustados a 7 x 106 fueron 

sembradas en cubreobjetos pretratados con poli-L-lisina. Los cubreobjetos 

se incubaron 0,5 mg/100ml de poli-L-lisina en PBS en cámara húmeda por 

1 hora a 25°C, luego se descartó el exceso de poli-L-lisina. Las células 

fueron fijadas en paraformaldehído al 2 % en PBS por 10 min a 25°C y 

posteriormente incubadas con 50 mM glicina-PBS por 10 min a 25°C y 
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permeabilizadas con 0,1 % tritón X-100 por 10 min. Las células fueron 

bloqueadas por 1 hora en PBS-PVP 0,5 % con 5 % de BSA y posteriormente 

fueron marcados con anticuerpo N-66 (16 horas a 4°C, 135 nM en PBS-PVP 

0,5 % y 2 % de BSA), seguido por la incubación con AntiIgG de ratón 

marcado con DyLight488 (1 hora a RT, 3µg/ml en PBS-PVP 0,5 %) o anti-

fosfo MARCKS (16 hs a 4°C, 135 nM en PBS-PVP 0,5 % y 2 % de BSA), 

seguido por la incubación con AntiIgG de conejo marcado con Cy3 (1 hora a 

RT, 3µg/ml en PBS-PVP 0,5 %). En algunos experimentos, el anticuerpo 

anti-fosfo MARCKS fue preincubado con el dominio efector de MARCKS 

fosforilado (1,35 µM). Finalmente, las células fueron incubadas 30 seg en 

metanol frío y teñidas con PSA-FITC o LCA-TRICT por 40 min a 25°C y 

lavadas con agua destilada por 20 min a 4°C. Los cubreobjetos fueron 

montados en 1 % Vectashield (Vector Labs). Los espermatozoides fueron 

evaluados en microscopio de fluorescencia usando un Confocal FV1000 de 

Olympus y procesado con el programa FV10-ASW1.7. 

 

Evaluación de la difusión de los dominios recombinantes en 

espermatozoides permeabilizados 

 

 

Espermatozoides capacitados y permeabilizados con SLO fueron 

incubados durante 30 min a 37°C con 1 µM de los dominios ED, pED, ED4A 

y ED4D. Posteriormente los espermatozoides fueron lavados con PBS y 

luego incubados con un anticuerpo anti-GST (166 nM en PBS-PVP 0,5 % con 

3 % de BSA) durante una hs a 25°C. A continuación los espermatozoides 

fueron lavados e incubados con un anticuerpo anti-rabbit acoplado a Cy3 (3 

µg/ml en PBS con PBS-PVP 0,5 % y 1 % BSA), por 1 hs a 25°C. Luego las 

células se lavaron y se procedió como se describe previamente en los 

ensayos de inmunofluorescencia indirecta. 
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Evaluación de la permeabilidad del péptido ED154-165-TMR 

 

Para los ensayos de permeabilidad del péptido ED151-175-TMR, 

espermatozoides intactos y capacitados en una concentración de 7 x 106 

células/ml fueron incubados con 4 µM del péptido ED151-175-TMR en medio 

HTF sin albúmina durante una hora en oscuridad. Las células fueron 

tratadas con 0,5 mg/ml de tripsina durante 30 minutos a 37°C y la reacción 

se frenó con 1 mg/ml de inhibidor de tripsina. Luego, las células se lavaron 

2 veces con PBS. A continuación los espermatozoides fueron colocados 

sobre cubreobjetos previamente recubiertos con poli-L-lisina. Luego los 

espermatozoides fueron fijados con paraformaldehído al 2 % durante 10 

minutos. Se neutralizaron los aldehídos residuales con glicina 50 mM en PBS 

durante 15 minutos. Luego se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno 

con PBS-PVP 0,5 %. A continuación, las células fueron incubadas durante 

45 seg en metanol frío, y teñidas con lectina Pisum sativum acoplada con 

isotiocianato de fluoresceína (PSA-FITC) durante 40 minutos para poder 

visualizar el estado del acrosoma. Posteriormente se les realizaron 3 

lavados de 5 min cada uno con PBS-PVP 0,5 %. Finalmente, se montó en 1 

% de Vectashield. Los espermatozoides fueron evaluados en microscopio de 

fluorescencia usando un Confocal FV1000 de Olympus y procesado con el 

programa FV10-ASW1.7. 

 

Microscopía electrónica e inmunomarcado 

 

Se tomaron por lo menos 20 x 106 espermatozoides y fueron fijadas 

con paraformaldheido en buffer fosfato 0,2 M pH 7,4 durante dos horas a 

4°C. Luego las células fueron lavadas con buffer fosfato y luego fueron 

incubadas en buffer fosfato con 50 mM de glicina. Posteriormente las células 

fueron colocadas en gelatina al 10 %. A continuación las células fueron 

embebidas en sacarosa al 2,3 M durante 2 hs a 4°C y luego fueron 

congeladas en N2 líquido. Crioultracortes fueron obtenidos usando Leica 

ultracut R y recuperados con un mezcla de metilcelulosa al 2 % y sacarosa 
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al 2,3 M (vol/vol). Secciones de 60 nm fueron incubadas con el anticuerpo 

anti-fosfo MARCKS (300 µg/ml) y a continuación se utilizó un anticuerpo 

anti rabbit acoplado a partículas de oro de 6 nm. Las secciones fueron 

contrastadas con una mezcla de metilcelulosa y acetato de uranilo y 

observadas con un microscopio electrónico Zeiss 900. 

 

Mediciones de Ca2+ intracelular en espermatozoides humanos 
intactos 

 

Las mediciones de las concentraciones intracelulares de Ca2+ en 

suspensiones de espermatozoides se hicieron utilizando la sonda 

fluorescente Fluo 3-AM. Espermatozoides motiles (5-10 x106 cel/ml) se 

incubaron con 2 µM de la sonda permeable Fluo 3-AM 30 min a 37°C. Luego 

las células se lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en HTF. Las 

suspensiones de espermatozoides se transfirieron a cubetas 

termostastizadas a 37°C para realizar mediciones fluorescentes bajo 

continua agitación. A los tiempos indicados se adicionó 15 µM de 

progesterona a las muestras de espermatozoides control y a los 

espermatozoides pretratados con 4 µM de él péptido ED151-175-TMR. La 

fluorescencia de Fluo 3-AM (505 nm excitación, 525 nm emisión) se leyó en 

un espectrofluorómetro AMICO-Bowman Serie 2 (AB2) durante 600 seg con 

un rango de muestreo de 0,5Hz. Para calibrar la respuesta máxima [Ca2+]i 

se determinó utilizando 0,1 % de Tritón X–100. Las mediciones se 

realizaron al menos 3 veces con distintos lotes de espermatozoides. El 

criterio para la inclusión de los resultados en el análisis fue la respuesta 

normal de la muestra a 15 µM de progesterona. 

 

Análisis estadístico 

 

Las diferencias entre las condiciones experimentales y los controles 

fueron analizados mediante ANOVA de una vía. El test de Dunnett fue usado 
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para comparaciones múltiples con un grupo control. Intervalos de confianza 

del 95 % o 99 % se utilizaron para establecer diferencias significativas con 

valores pre-establecidos, 0 para el control negativo y 100 para el control 

positivo. En caso de ser necesario se realizó test de Student apareado para 

comparar algunas medidas con su respectivo control. En todos los casos se 

considera significativo un valor de p<0,05. 
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RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

65 

 

OBJETIVO ESPECÍFICO UNO: 

  

Determinar la presencia y localización de MARCKS en 

espermatozoides humanos. Estudiar si MARCKS participa en las vías 

de señales que conducen a la exocitosis acrosomal, actuando como 

una pipmodulina. 

Hasta el momento la presencia de MARCKS en espermatozoides 

humanos no ha sido demostrada. En este objetivo nos proponemos estudiar 

la presencia y localización de MARCKS en espermatozoides humanos y, ya 

que MARCKS ha sido involucrada en varios procesos exocíticos, también nos 

proponemos estudiar la participación de MARCKS durante la exocitosis 

acrosomal. Se evaluará si el estado de fosforilación de MARCKS regula su 

participación en la exocitosis acrosomal y se analizará si MARCKS actúa 

como una pipmodulina regulando la concentración de PIP2.  

 

MARCKS está presente en espermatozoides humanos 

 

MARCKS es una proteína ubicua que se expresa en varias células. Por 

ejemplo, Michaut (Michaut M.A., et al 2005) y Eliyahu (Eliyahu E., et al 

2005) determinaron la presencia de MARCKS en ovocitos de ratón y de rata, 

respectivamente. Además Mosevitsky y Silicheva (Mosevitsky M. and 

Silicheva I. 2011) por medio de Western blot demostraron que MARCKS se 

expresa en testículo de rata. Asimismo estos autores determinaron 

mediante inmunohistoquímica que MARCKS está presente en todos los 

estadíos durante la espermatogénesis excepto en el estadío de 

espermatozoides maduros. Este resultado es llamativo, por lo que la 

presencia de MARCKS en espermatozoides maduros es todavía 

controversial. 

El primer objetivo de esta tesis es determinar la presencia de 

MARCKS en espermatozoides humanos y su localización intracelular. Para 

ello se utilizaron, en una primera instancia, dos anticuerpos que reconocen 

diferentes secuencias de la región N-terminal de MARCKS. Uno de ellos 

reconoce los residuos de los aminoácidos 2-66 (N-66), y el otro anticuerpo 
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reconoce los residuos aminoacídicos 1-19 (N-19) de la misma región. Las 

proteínas obtenidas a partir de espermatozoides humanos no capacitados, 

fueron resueltas en un gel de poliacrilamida al 10 % y transferidas a una 

membrana de PVDF. Como se muestra en la figura 20A, ambos anticuerpos 

reconocieron una única banda acorde al peso molecular en el cual la 

proteína ha sido identificada en ensayos de Western blot. Hay que 

mencionar que el peso molecular de MARCKS es de 31,75 kDa, sin embargo 

presenta un corrimiento anómalo en geles de SDS-PAGE, observándose en 

un rango entre 70 y 87 kDa (Blackshear P.J. 1993; Arbuzova A., et al. 

2002; Sundaram M., et al 2004). Esto se debe principalmente a que 

MARCKS presenta una conformación extendida o elongada, lo que 

dificultaría la migración de la proteína a través del gel de SDS-PAGE. En 

nuestras condiciones de ensayo el peso molecular aparente de MARCKS en 

espermatozoides humanos fue de 72 kDa. Este resultado fue confirmado 

cuando se grafico la distancia de migración relativa de la proteína (Rf) 

versus el logaritmo del peso molecular, de esta manera se determinó que 

MARCKS en geles de SDS-PAGE migra como una proteína de un peso 

molecular de 73,029 kDa (datos no mostrados). Como control positivo se 

utilizó extracto de cerebro de ratón ya que la proteína se expresa en 

grandes concentraciones en este tejido (Arbuzova A., et al 2002) y al igual 

que en espermatozoides humanos se observó una única banda en el rango 

esperado. Para demostrar la especificidad de los anticuerpos utilizados, 

éstos fueron preincubados con el péptido contra el cual fue generado el 

anticuerpo N-19. Como se observa en la figura 20A el pretratamiento de los 

anticuerpos con el péptido (Ac+pep) redujo un 90% la intensidad de la 

banda correspondiente a MARCKS, para el anticuerpo N-66 y un 75 % para 

el anticuerpo N-19 demostrando que la misma corresponde a la proteína 

MARCKS. 

Para confirmar la presencia de MARCKS en espermatozoides humanos 

decidimos utilizar un tercer anticuerpo pero, a diferencia de los anticuerpos 

N-66 y N-19, este anticuerpo reconoce específicamente la secuencia 

próxima al residuo de serina 162 del dominio efector de MARCKS (anti-ED). 

En la figura 20B se observa que el anticuerpo anti-ED en espermatozoides 

humanos no capacitados reconoció una única banda acorde al peso 

molecular en el que se identificó esta proteína en ensayos de Western blot 
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mostrados previamente (Fig. 20A). Al igual que para los anticuerpos N-66 y 

N-19 se utilizó cerebro de ratón como control positivo donde este 

anticuerpo reconoció una única banda y en el rango esperado. 

De esta manera, haciendo uso de dos anticuerpos que reconocen la 

región N-terminal y un anticuerpo que reconoce el dominio efector de 

MARCKS podemos afirmar que la proteína MARCKS se encuentra presente 

en espermatozoides humanos. 
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Figura 20: MARCKS se expresa en 
espermatozoides humanos. Las 
proteínas de los espermatozoides no 
capacitados (5 x 106) fueron resueltas 
en un gel de poliacrilamida al 10 % y 
transferidas a membranas de PVDF. En 
(A) las membranas fueron incubadas 
con los anticuerpos que reconocen la 
región N-terminal de MARCKS, N-66 
(panel izquierdo, carril Ac) y N-19 
(panel derecho, carril Ac). Como 
control positivo se utilizó extracto de 
cerebro (1 µg). Como control de la 
especificidad de los anticuerpos N-66 y 
N-19, estos fueron preincubados con 
un exceso (1:10) del péptido 
inmunogénico correspondiente a la 
región N-terminal de MARCKS (péptido 
N-19) (Ac+pep). En (B) la membrana 
fue incubada con el anticuerpo anti-ED 
que reconoce el dominio efector de 
MARCKS. 
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Una vez determinada la presencia de MARCKS en espermatozoides 

humanos decidimos evaluar su localización intracelular. Para ello realizamos 

ensayos de inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo N-66. Los 

espermatozoides fueron fijados, permeabilizados y teñidos con el anticuerpo 

N-66 seguido de un anticuerpo secundario anti-mouse acoplado al fluoróforo 

DyLight 488. Como se muestra en la figura 21A, el anticuerpo N-66 reveló 

la presencia de la proteína en la cola, en la región postacrosomal y en la 

región acrosomal en espermatozoides humanos no capacitados. Cabe 

mencionar que en la región acrosomal se observó un patrón punteado en el 

98 % de las células evaluadas. Es importante indicar que este patrón 

punteado ha sido descripto previamente en neuronas (Wiederkehr A., et al 

1997). Para descartar una marca inespecífica del anticuerpo secundario se 

incubaron espermatozoides con el anticuerpo secundario en ausencia del 

anticuerpo N-66, no observándose inmunomarcación (Fig. 21B). Para 

determinar la localización y el estado del acrosoma, los espermatozoides 

fueron teñidos con la lectina Lens culinaris conjugada con TRITC (LCA-

TRITC), la cual se une específicamente al acrosoma de los espermatozoides 

humanos (Kallajoki M., et al 1985) (Fig. 21A y B). Estos resultados 

demuestran que la proteína MARCKS se encuentra presente en 

espermatozoides humanos no capacitados y se observa una fuerte 

presencia de MARCKS en la cola y en la región postacrosomal, mientras que 

en la región acrosomal la presencia de MARCKS es menor y con un patrón 

punteado. 

Una vez determinada la presencia de MARCKS en espermatozoides 

humanos y debido a que el estado de fosforilación de MARCKS regula su 

interacción con los lípidos de membranas y con proteínas como calmodulina 

y actina (Hartwig J.H., et al 1992; Gallant C., et al 2005), nos propusimos 

estudiar mediante la técnica de Western blot el estado de fosforilación de 

MARCKS en espermatozoides humanos no capacitados. Para llevar a cabo 

este tipo de ensayos utilizamos un anticuerpo (anti-fosfo MARCKS) que 

reconoce los residuos de serina 152/156 fosforilados del dominio efector de 

MARCKS. Como se describió anteriormente, las proteínas obtenidas de 

espermatozoides humanos no capacitados fueron resueltas en gel de 

poliacrilamida al 10 % y transferidas a una membrana de PVDF. Luego la 
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membrana fue incubada con el anticuerpo anti-fosfo MARCKS el cual 

reconoció una única banda de peso molecular aproximado de 73 kDa. Como 

control positivo se utilizó cerebro de ratón donde también se detectó una 

única banda en el mismo peso molecular (Fig. 22). Por lo que podemos 

concluir que MARCKS está presente en espermatozoides humanos y que al 

menos una fracción de la misma se encuentra fosforilada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: MARCKS localiza en la cola, región post acrosomal y en la 
región acrosomal en espermatozoides humanos. (A) Espermatozoides 
humanos fijados y permeabilizados fueron inmunomarcados con el anticuerpo N-
66 y su presencia fue revelada mediante el uso de un anticuerpo anti-mouse 
acoplado al fluoróforo Dylight 488.  Los acrosomas fueron teñidos con  la lectina 
Lens culinaris acoplada al fluoróforo isotiocianato de tetrametilrodamina (LCA-
TRITC). (B) Para determinar la especificidad del anticuerpo secundario, los 
espermatozoides sólo fueron incubados con el anticuerpo anti-mouse acoplado al 
fluoróforo Dylight 488 (Ac secundario sólo). Barra= 5 µm. 
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MARCKS participa en las vías de señales durante la exocitosis 

acrosomal 

 

Se ha demostrado que MARCKS participa en varios procesos 

exocíticos (Rosé S.D., et al 2001; Li Y., et al 2001; Sasaki Y. 2003; Eliyahu 

E., et al 2006; Gadi D., et al 2011) y esto asociado a la presencia de 

MARCKS en la región acrosomal, nos llevó a plantearnos la hipótesis de que 

MARCKS participaría en la vías de señales que conducen a la exocitosis 

acrosomal.  

La ausencia de transcripción y traducción en el espermatozoide 

restringe las estrategias para el estudio de los mecanismos moleculares que 

ocurren durante la exocitosis acrosomal. Para superar esta limitante, 

nuestro grupo de trabajo desarrolló un método de permeabilización 

controlada de la membrana plasmática con SLO (Diaz A., et al 1996; Yunes 

R., et al 2000). Esto nos permitió hacer uso de herramientas bioquímicas y 

de biología molecular, introduciendo en el espermatozoide proteínas 

exógenas tales como anticuerpos y proteínas recombinantes que, por lo 

general, son incapaces de penetrar la membrana plasmática. Con esta 

metodología podemos analizar la función de la molécula endógena en la 

exocitosis acrosomal.  

Para poder estudiar la participación de MARCKS durante la exocitosis 

acrosomal en espermatozoides humanos, inhibimos la función de la proteína 

cerebro espermatozoides

75 kDa-

70 kDa-

fosfo
MARCKS

anti-fosfo MARCKS Figura 22: MARCKS se 
encuentra fosforilada en 
espermatozoides humanos. 
Las proteínas de los 
espermatozoides no 
capacitados (5 x 106) fueron 
resueltas en un gel de 
poliacrilamida al 10 % y 
transferidas a membranas de 
PVDF. La membrana fue 
incubada con el anticuerpo 
anti-fosfo MARKCS que  

 
reconoce los residuos de serina 152/156 fosforilado del dominio efector de 
MARCKS. Como control positivo se utilizó extracto de cerebro (1 µg). 
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endógena mediante la incubación con el anticuerpo N-19 en 

espermatozoides permeabilizados. La incubación de espermatozoides 

permeabilizados con concentraciones crecientes del anticuerpo N-19 produjo 

una inhibición de la exocitosis acrosomal estimulada por Ca2+ o PMA, dos 

conocidos inductores de la exocitosis acrosomal (Fig. 23A). Cuando la 

exocitosis acrosomal fue estimulada con Ca2+ la concentración inhibitoria 

media máxima (IC50) del anticuerpo N-19 expresada como la media ± E.S. 

fue 15 ± 3 nM y cuando se estimuló con PMA la IC50 fue 7 ± 2 nM. Para 

asegurarnos de que el efecto inhibitorio que observamos se debía al 

secuestro específico de la proteína endógena por el anticuerpo, 

prebloqueamos el anticuerpo con el péptido contra el cual se sintetizó. 

Como se observa en la figura 23B el anticuerpo N-19 prebloqueado no 

inhibió la exocitosis acrosomal disparada por Ca2+. Estos resultados 

sugieren que el anticuerpo N-19 se une a MARCKS y bloquea su función 

durante la exocitosis acrosomal disparada por Ca2+ o PMA. Podemos 

entonces concluir que MARCKS participa en la vía de señales que conducen 

a la exocitosis acrosomal en espermatozoides humanos permeabilizados. 
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El dominio efector de MARCKS es considerado el responsable de la 

mayoría de las funciones de esta proteína (Arbuzova A., et al 2002; 

Sundaram M., et al 2004). Para determinar si el dominio efector de MARCKS 

participa en la exocitosis acrosomal se utilizó el anticuerpo anti-ED que 

reconoce la secuencia próxima al residuo de serina 162 del dominio efector. 

Espermatozoides permeabilizados fueron incubados con concentraciones 

crecientes de este anticuerpo y luego se estimuló la exocitosis acrosomal 

con Ca2+ o con PMA. Como se muestra en la figura 24A el anticuerpo anti-

ED inhibió la exocitosis acrosomal estimulada por Ca2+ o PMA. Cuando la 

exocitosis acrosomal fue estimulada por Ca2+, la IC50 para el anticuerpo 

anti-ED fue 7 ± 3 nM y cuando la exocitosis acrosomal fue estimulada con 

PMA, el IC50 fue 7 ± 2 nM. Para determinar la especificidad del anticuerpo 

anti-ED este anticuerpo se preincubó en presencia del dominio efector de 

MARCKS recombinante y luego se evaluó su efecto en ensayos de exocitosis 

acrosomal estimulada por Ca2+ o PMA. El anticuerpo anti-ED previamente 

bloqueado con el dominio efector de MARCKS recombinante fue incapaz de 

inhibir la exocitosis acrosomal estimulada por Ca2+ o PMA (Fig. 24B). La 

Figura 23: El anticuerpo N-19 inhibe la exocitosis acrosomal estimulada 
por Ca2+ y PMA. (A) Espermatozoides permeabilizados con SLO fueron incubados 
por 15 minutos a 37°C en presencia de concentraciones crecientes del anticuerpo 
N-19. Luego se estimuló la exocitosis acrosomal por la adición de 10 µM de Ca2+ 

libre (círculos) o 200 nM de PMA (cuadrados). Ambas condiciones fueron 
incubadas por 15 minutos a 37°C y el acrosoma fue evaluado mediante la unión 
de la lectina Pisum sativum aglutinina conjugada con FITC como se describe en 
Materiales y Métodos. (B) Espermatozoides permeabilizados fueron incubados por 
15 minutos a 37°C en presencia de 33 nM del anticuerpo N-19 pretratado con un 
exceso (1:10) del péptidos inmunogénico MARCKS N-19 (N-19+pep). Luego se 
estimuló la exocitosis acrosomal por la adición de 10 µM de Ca2+ y los 
espermatozoides fueron nuevamente incubados por 15 minutos a 37°C (barra 
negra). Condiciones de control experimental (barras grises) incluyen: 
espermatozoides no estimulados (control) y espermatozoides estimulados con 10 
µM de Ca2+ libre (Ca2+) (control positivo corresponde al 100 % de la exocitosis 
acrosomal relativa). En la barra amarilla se observa el efecto del anticuerpo N-19 
sin pretratamiento con el péptido bloqueante (N-19). En A y B el porcentaje de los 
espermatozoides reaccionados fue normalizado como se describe en la sección de 
Materiales y Métodos. Los datos representan la media ± E.S. de al menos tres 
ensayos independientes. Los asteriscos indican diferencia significativa con 
respecto a la condición estimulada con Ca2+ (***, p<0,001;**, p<0,01;*, p<0,05; 
n/s diferencia no significativa).  
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inhibición de la exocitosis acrosomal por el anticuerpo anti-ED sugiere que 

este anticuerpo se une al dominio efector, bloqueando las interacciones de 

este dominio con la maquinaria de fusión que se activa durante la exocitosis 

acrosomal. 

Estudios previos han demostrado que la fosforilación de MARCKS 

inhibe su unión a las membranas y además una vez que la proteína es 

fosforilada es incapaz de interaccionar con CaM y los filamentos de actina 

(Hartwig J.H., et al 1992; Gallant C., et al 2005). Por esto se ha 

considerado a la forma fosforilada de MARCKS como la forma inactiva de la 

proteína (Garrett A.M., et al. 2012). En función de estos datos bibliográficos 

nos preguntamos si la forma fosforilada de MARCKS tiene alguna función 

durante la exocitosis acorosomal o si, al igual que en otros modelos 

celulares, la proteína fosforilada es la forma inactiva de MARCKS. Para 

responder a esta pregunta se incubaron espermatozoides humanos 

permeabilizados con concentraciones crecientes del anticuerpo anti-fosfo 

MARCKS que reconoce los residuos de serina 152/156 fosforilado del 

dominio efector de MARCKS. A diferencia de los tratamientos con los 

anticuerpos N-19 y anti-ED, el tratamiento con el anticuerpo anti-fosfo 

MARCKS no tuvo efecto sobre la exocitosis acrosomal estimulada por Ca2+ o 

PMA (Fig. 24A). Este resultado es consistente con la idea de que fosfo-

MARCKS no interacciona con la maquinaria de fusión durante la exocitosis 

acrosomal.  

De acuerdo a los ensayos realizados con los anticuerpos N-19 y anti-

ED en nuestro modelo de espermatozoides permeabilizados, podemos 

concluir que MARCKS participa durante las vías de señales que conducen a 

la exocitosis acrosomal y que su participación estaría mediada por el 

dominio efector. Además debido a que el anticuerpo anti-fosfo MARCKS fue 

incapaz de inhibir la exocitosis acrosomal, concluimos que fosfo MARCKS es 

la forma inactiva de la proteína y que no participaría en el proceso exocítico. 
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Figura 24: El dominio efector de MARCKS no fosforilado participa en las 
vías de señales que conduce a la exocitosis acrosomal. (A) 
Espermatozoides permeabilizados con SLO fueron incubados por 15 minutos a 
37°C en presencia de concentraciones crecientes de los anticuerpos anti-ED 
(símbolos azules) y anti-pED (símbolos blancos). Luego se estimuló la exocitosis 
acrosomal por la adición de 10 µM de Ca2+ libre (círculos) o 200 nM de PMA 
(cuadrados). Ambas condiciones fueron incubadas por 15 minutos a 37°C y el 
acrosoma fue evaluado mediante la unión de la lectina Pisum sativum aglutinina 
conjugada con FITC como se describe en Materiales y Métodos. (B) 
Espermatozoides permeabilizados fueron incubados por 15 minutos a 37°C en 
presencia de 33 nM del anticuerpo anti-ED pretratado con un exceso (1:10) del 
dominio efector de MARCKS recombinante (anti-ED+ED), luego se estimuló la 
exocitosis acrosomal por la adición de 10 µM de Ca2+ o 200 nM de PMA y los 
espermatozoides fueron nuevamente incubados por 15 minutos a 37°C (barras 
negras). Condiciones de control experimental (barras grises) incluyen: 
espermatozoides no estimulados (control) y espermatozoides estimulados con 10 
µM de Ca2+ libre (Ca2+) o 200 nM de PMA (PMA). En las barras azules se observa 
el efecto del anticuerpo anti-ED sin pretratamiento con el dominio efector de 
MARCKS recombianate (anti-ED). En A y B el porcentaje de los espermatozoides 
reaccionados fue normalizado como se describe en la sección de Materiales y 
Métodos. Los datos representan la media ± E.S. de al menos tres ensayos 
independientes. Los asteriscos indican diferencia significativa con respecto a la 
condición estimulada con Ca2+ (***, p<0,001; **, p<0,01; *, p<0,05); n/s 
diferencia no significativa.  
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El dominio efector de MARCKS inhibe la vía de señal que conduce a 

la exocitosis acrosomal 

 

 

Se conoce que la mayoría de las interacciones de MARCKS son 

mediadas por el dominio efector (Arbuzova A., et al 2002; Sundaram M., et 

al 2004). Varios estudios han demostrado que este dominio es capaz de 

interaccionar con PIP2 y CaM, dos importantes moléculas involucradas en 

varias vías de señalización intracelular (Hartwig J.H., et al 1992; Gallant C., 

et al 2005). Estudios recientes determinaron que la función de MARCKS 

durante los procesos exocíticos estaría asociada principalmente con el 

dominio efector (Rosé S.D., et al 2001; Eliyahu E., et al 2006; Gadi D., et al 

2011). Además, previamente demostramos que el anticuerpo que reconoce 

el dominio efector de MARCKS (anti-ED), inhibe la exocitosis acrosomal 

estimulada por Ca2+ o PMA, sugiriendo que este dominio estaría involucrado 

en las vías de señales durante la exocitosis acrosomal. 

Para determinar el efecto del dominio efector de MARCKS durante la 

exocitosis acrosomal, este dominio fue expresado en bacterias y purificado 

como proteína de fusión con GST a partir del plásmidos pGEX3X-ED-

MARCKS (96-184) (Fig. 25A y 27A). Este dominio recombinante contiene la 

secuencia aminoacídica entre los aminoácidos 96 y 184 de MARCKS, 

secuencia que abarca el dominio efector de MARCKS (Soh J.W., et al 1999). 

Una vez que se obtuvo el dominio efector de MARCKS, éste fue utilizado en 

ensayos de exocitosis acorosomal, en donde espermatozoides 

permeabilizados fueron incubados con concentraciones crecientes del 

dominio efector de MARCKS recombinante y se estimuló la exocitosis 

acrosomal con Ca2+ o PMA. Como se muestra en la figura 25B, la exocitosis 

acrosomal estimulada por Ca2+ o PMA fue inhibida por esta proteína 

recombinante de manera dosis dependiente, (Fig. 25B IC50, 0,55 ± 0,05 

µM). La inhibición de la exocitosis acrosomal por el dominio efector de 

MARCKS podría deberse a que este dominio interacciona y/o bloquea 

componentes de la maquinaria de fusión necesarios para el proceso de 

exocitosis acrosomal. 
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Figura 25: El dominio efector de MARCKS inhibe la vía de señal que 
conduce a la exocitosis acrosomal. (A) Esquema de la secuencia aminoacídica 
(residuos 151-175) del dominio efector de MARCKS de ratón. En rojo se muestran 
los cuatros residuos de serina fosforilables. (B) Espermatozoides permeabilizados 
fueron incubados con concentraciones crecientes del dominio efector de MARCKS 
recombinante (ED, símbolos azules) y con el dominio efector  de MARCKS 
fosforilado in vitro (pED, símbolos blancos), luego se estimuló la exocitosis 
acrosomal por la adición de 10 µM de Ca2+ libre (círculos) o 200 nM de PMA 
(cuadrados). Ambas condiciones fueron incubadas por 15 minutos a 37°C y el 
acrosoma fue evaluado mediante la unión de la lectina Pisum sativum aglutinina 
conjugada con FITC como se describe en Materiales y Métodos. El porcentaje de 
los espermatozoides reaccionados fue normalizado como se describe en la sección 
de Materiales y Métodos. Los datos representan la media ± E.S. de al menos tres 
ensayos independientes. Los asteriscos indican diferencia significativa con 
respecto a la condición estimulada con Ca2+ (***, p<0,001; **, p<0,01; *, 
p<0,05). (C) El dominio efector de MARCKS fusionado a GST (ED), los dominios 
mutantes del dominio efector recombinante (ED4A y ED4D) y GST (26 kDa) 
fueron incubados con ATP marcado con [γ32P] en condiciones fosforilantes, como 
se describe en Materiales y Métodos, en presencia de la enzima PKC βII (+) o sin 
ella (-) por 40 minutos a 37°C. A continuación las muestras fueron resueltas en 
un gel de SDS-PAGE al 10 % y las proteínas radiomarcadas fueron detectadas por 
autoradiografía. (D) Ensayo de Dot Blot en el cual los dominios ED, ED fosforilado 
(fosfo ED), ED4A y ED4D fueron inmovilizados en membrana de nitrocelulosa, la 
que fue incubada con el anticuerpo anti-fosfo MARCKS.  
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La fosforilación del dominio efector de MARCKS bloquea su efecto 

durante la exocitosis acrosomal 

 

 

El dominio efector de MARCKS presenta varios residuos de serina que 

pueden ser fosforilados por diferentes quinasas (Sasaki Y. 2003). 

Previamente se mencionó que la forma fosforilada de MARCKS es 

considerada la forma inactiva de la proteína, ya que un vez fosforilada la 

proteína es incapaz de interactuar con proteínas y lípidos involucrados en 

importantes vías de transducción de señales (Hartwig J.H., et al 1992; 

Garrett A.M., et al. 2012). Resultados previos mostraron que el tratamiento 

de espermatozoides humanos permeabilizados con anticuerpo anti-fosfo 

MARCKS no fue capaz de inhibir la exocitosis acrosomal, mientras que el 

anticuerpo anti-ED inhibió este proceso exocítico. Estos resultados sugieren 

que la forma fosforilada de MARCKS no interaccionaría con la maquinaria de 

fusión durante la exocitosis acrosomal. Para corroborar estos resultados el 

dominio efector de MARCKS recombinante fue fosforilado in vitro. Para ello 

el dominio efector de MARCKS fue incubado en condiciones fosforilantes en 

presencia de PKC βII y ATP marcado con [γ32P]. Luego la muestra fue 

resuelta en un gel de SDS-PAGE y las proteínas marcadas con 32P fueron 

visualizados por autorradiografía. Como se muestra en la figura 25C la 

marca con γ32P confirmó que el dominio efector de MARCKS recombinante 

(~45 kDa) es fosforilado en presencia de PKC βII. Cabe mencionar que si 

bien el peso molecular para el dominio efector recombinate es 34,9 kDa 

(8,9 kDa dominio efector + 26 kDa GST) esta proteína recombinante migra 

en un rango aproximado entre 45 y 50 kDa (Soh J.W., et al 1999). Además 

dado que el dominio efector de MARCKS es expresado y purificado como 

proteína de fusión con GST, esta proteína también fue sometida a 

condiciones fosforilantes con ATP marcado [γ32P]. Como se observa en la 

figura 25C GST no incorporó la marca con γ32P, demostrando que sólo el 

dominio efector es capaz de ser fosforilado por PKC.  

Otro método que utilizamos para evaluar el estado de fosforilación de 

MARCKS fue mediante ensayos de Dot blot. Para ello la forma fosforilada del 

dominio efector de MARCKS y la forma no fosforilada, fueron incubados en 

una membrana de nitrocelulosa y luego esta membrana fue tratada con el 
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anticuerpo anti-fosfo MARCKS. Como se muestra en el panel superior de la 

figura 25D el anticuerpo anti-fosfo MARCKS sólo reconoció el dominio 

efector de MARCKS fosforilado (fosfo ED), pero no fue capaz de reconocer el 

dominio efector de MARCKS no fosforilado (ED). Este resultado también 

confirma la especificidad del anticuerpo anti-fosfo MARCKS en reconocer 

sólo la forma fosforilada de la proteína. 

Una vez que se comprobó que este dominio es fosforilado in vitro se 

utilizó en ensayos de exocitosis acrosomal. Como se observa en la figura 

25B, la fosforilación in vitro del dominio efector de MARCKS eliminó 

completamente el efecto inhibitorio del dominio efector de MARCKS en la 

exocitosis acrosomal. Este resultado demuestra que las interacciones del 

dominio efector de MARCKS con la maquinaria de fusión son reguladas por 

su estado de fosforilación ya que la forma fosforilada de MARCKS fue 

incapaz de inhibir la exocitosis acrosomal, mientras que la forma no 

fosforilada inhibió este proceso exocítico. 

Para corroborar estos resultados diseñamos dos mutantes del 

dominio efector de MARCKS. Un dominio mutante no fosforilable (ED4A) 

donde los cuatros residuos de serina de la posición 152, 156, 160 y 163 

fueron mutados por alanina, y un segundo dominio mutante denominado 

fosfomimético (ED4D) donde los mismos residuos fueron mutados por 

aspártico, que imitan las cargas negativas introducidas por los grupos 

fosfatos (Fig. 26A). Los plásmidos mutantes pGEX3X ED4A y ED4D fueron 

secuenciados confirmando que ambos plásmidos fueron mutados. Al igual 

que el dominio efector de MARCKS, los dominios mutantes fueron 

expresados y purificados en bacterias como proteínas de fusión a GST (Fig. 

27A). Cuando estos dominios fueron utilizados en ensayos de exocitosis 

acrosomal sólo la mutante no fosforilable ED4A fue capaz de inhibir la 

exocitosis acrosomal estimulada por Ca2+ o PMA (Fig. 26B; IC50, 0,5 ± 0,07 

µM), mientras que la mutante fosfomimética no mostró efecto inhibitorio 

sobre la exocitosis acrosomal aún en concentraciones de 2 µM (Fig. 26B). 

Estos resultados confirman que el estado de fosforilación de MARCKS regula 

la participación de esta proteína en la exocitosis acrosomal y que la 

fosforilación de los residuos de serina 152, 156, 160 y 163 son los 

responsables de la pérdida de actividad del dominio efector de MARCKS. 
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Figura 26: El estado de fosforilación del dominio efector de MARCKS 
regula su participación en la exocitosis acrosomal. (A) Esquema de las 
mutantes del dominio efector MARCKS. En la mutante ED4A las serinas fueron 
reemplazadas por alaninas (A en naranja) mientras que en la mutante ED4D, las 
serinas fueron reemplazadas por ácido aspártico (D en violeta). (B) 
Espermatozoides permeabilizados fueron incubados durante 15 minutos a 37°C 
con concentraciones crecientes de los dominio mutante no fosforilable (ED4A, 
símbolos celestes) y fosfomimético (ED4D, símbolos verdes), luego se estimuló la 
exocitosis acrosomal por la adición de 10 µM de Ca2+ libre (círculos) o 200 nM de 
PMA (cuadrados). Ambas condiciones fueron incubadas por 15 minutos a 37°C y 
el acrosoma fue evaluado mediante la unión de la lectina Pisum sativum 
aglutinina conjugada con FITC como se describe en Materiales y Métodos. El 
porcentaje de los espermatozoides reaccionados fue normalizado como se 
describe en la sección de Materiales y Métodos. Los datos representan la media ± 
E.S. de al menos tres ensayos independientes. Los asteriscos indican diferencia 
significativa con respecto a la condición estimulada con Ca2+ (***, p<0,001; **, 
p<0,01; *, p<0,05).  
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Los dominios mutantes ED4A y ED4D también fueron incubados en 

condiciones fosforilantes, sin embargo ninguno de estos dominios incorporó 

γ32P, indicando que dominios ED4A y ED4D no son fosforilados por PKC βII 

(Fig. 25C). Este resultado fue corroborado mediante ensayos de Dot blot 

utilizando el anticuerpo anti-fosfo MARCKS. Como se observa en la figura 

25D ninguno de los dominios mutantes fue reconocido por el anticuerpo 

anti-fosfo MARCKS. 

La falta de efecto del dominio efector fosforilado y de la mutante 

fosfomimética en los ensayos de exocitosis acrosomal podría deberse en 

parte a que las cargas negativas impidieran a estos dominios atravesar la 

membrana plasmática de los espermatozoides por los poros generados por 

la SLO. Para descartar esta posibilidad, espermatozoides permeabilizados 

fueron incubados con los diferentes dominios recombinantes y luego se 

determinó el ingreso de los diferentes dominios por inmunofluorescencia 

indirecta utilizando un anticuerpo que reconoce GST en los diferentes 

dominios recombinantes (Fig. 27A). Como se muestra en la figura 27B, los 

espermatozoides permeabilizados incubados con los diferentes dominios 

recombinantes presentan marca intracelular, y la intensidad de la marca es 

similar entre los diferentes dominios (Fig. 27C). Por lo tanto, la falta de 

efecto del dominio efector de MARCKS fosforilado y del dominio mutante 

ED4D no se debe a un defecto en el ingreso de estos dominios a la célula 

permeabilizada.  

Con estos resultados podemos concluir que sólo la forma no 

fosforilada del dominio efector de MARCKS (ED y ED4A) inhibe el proceso de 

exocitosis acrosomal. Esto podría deberse a su capacidad de interaccionar 

con la maquinaria de fusión involucrada durante las vías de señales que 

producen la secreción del gránulo acrosomal. Además podemos concluir que 

el estado de fosforilación de MARCKS regula su participación durante la 

exocitosis acrosomal ya que ni el dominio efector fosforilado ni la mutante 

fosfomimética fueron capaces de inhibir la exocitosis acrosomal. 
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Figura 27: Los dominios recombinantes de MARCKS difunden al interior 
de los espermatozoides permeabilizados en igual cantidad. (A) Ensayo de 
Dot blot en donde el dominio efector de MARCKS (ED), el dominio efector de 
MARCKS fosforilado in vitro (pED), la mutante no fosforilable (ED4A), la mutante 
fosfomimética (ED4D) y glutation s-transferasa (GST) fueron inmovilizadas en 
membranas de PVDF y a continuación fueron incubadas con un anticuerpo que 
reconoce GST. (B) Espermatozoides humanos, capacitados y permeabilizados 
fueron incubados por 30 minutos a 37°C con 1 µM de los dominios ED, pED, 
ED4A y ED4D. A continuación los espermatozoides fueron lavados, fijados e 
inmunomarcados con el anticuerpo anti-GST y su presencia fue revelada 
mediante el uso de un anticuerpo anti-rabbit acoplado al fluoróforo Cy3. (C) 
Cuantificación de tres experimentos independientes que se muestran en B. Las 
barras representan la media ± E.S. Barra= 5 µm.  
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El efecto inhibitorio del dominio efector de MARCKS es revertido por 

PIP2 y por adenofostina 

 

 

Los resultados obtenidos hasta el momento demuestran que MARCKS 

es necesaria para la exocitosis del acrosoma y que el dominio efector de 

MARCKS no fosforilado inhibe la exocitosis acrosomal. Esto nos llevó a 

preguntarnos ¿Cuál es el mecanismo por el cual el dominio efector de 

MARCKS no fosforilado inhibe la exocitosis acrosomal? 

Se conoce que el dominio efector de MARCKS se une a las 

membranas celulares por medio de interacciones electrostáticas, 

principalmente con PIP2. Por esto varios autores sugieren que MARCKS 

actúa como una pipmodulina regulando las concentraciones locales de PIP2 

en la membrana (Glaser M., et al 1996; Laux T., et al 2000; McLaughlin S. 

and Murray D. 2005).  

A pesar de que PIP2 constituye aproximadamente sólo el 1 % de los 

lípidos presentes en la membrana plasmática tiene un papel importante en 

diferentes vías de señalización ya que es precursor de varios segundos 

mensajeros, además este fosfolípido es capaz de regular la función de 

proteínas citosólicas y de membrana (van den Bogaart G., et al 2011). Se 

conoce que PIP2 tiene un papel fundamental en varias etapas durante los 

procesos exocíticos (Hay J. C., et al 1995; Milosevic I., et al 2005; Wen P.J., 

et al 2011; Koch M. and Holt M. 2012) y con respecto a la exocitosis 

acrosomal, López y colaboradores han propuesto que PIP2 se produce 

continuamente durante este proceso exocítico (Lopez C.I., et al 2012).  

De acuerdo con estos antecedentes, nosotros hipotetizamos que 

MARCKS actúa como una pipmodulina y que el efecto inhibitorio del dominio 

efector de MARCKS en la exocitosis acrosomal en espermatozoides humanos 

se debe al secuestro de PIP2 en las membranas de los espermatozoides, por 

lo que el efecto inhibitorio de MARCKS podría ser revertido agregando a 

nuestro ensayo PIP2. 

Para ello, espermatozoides permeabilizados fueron incubados con una 

dosis inhibitoria del dominio efector de MARCKS (1 µM), luego se les 

adicionó 50 µM de PIP2 y se estimuló la exocitosis acrosomal. De acuerdo a 

lo predicho, la adición de PIP2 revirtió el efecto inhibitorio del dominio 
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efector de MARCKS durante la exocitosis acrosomal estimulada por Ca2+ o 

PMA (Fig. 28A y B). Este resultado sugiere que el dominio efector de 

MARCKS secuestra PIP2 en las membranas de los espermatozoides durante 

la exocitosis acrosomal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que, para que se lleve a 

cabo la fusión de las membranas durante la exocitosis acrosomal, se 

requiere un eflujo de Ca2+ desde el acrosoma (De Blas G., et al 2002). Este 

movimiento de Ca2+ se debe a un aumento en los niveles de IP3, el cual 

activa canales de Ca2+ presentes en el acrosoma (Branham M.T. et al 2009). 

En este contexto cabe plantearse que el secuestro de PIP2 por el dominio 

efector de MARCKS podría inhibir la exocitosis acrosomal debido a un 

bloqueo en la producción de IP3, lo cual llevaría a una inhibición de la salida 

del Ca2+ desde el acrosoma. Para testear esta hipótesis, mimetizamos los 

efectos de IP3 promoviendo la liberación de Ca2+ intracrosomal utilizando 

adenofostina (un agonista de canales de Ca2+ sensibles a IP3) en 
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Figura 28: PIP2 revierte el efecto inhibitorio del dominio efector de 
MARCKS en la exocitosis acrosomal. Espermatozoides permeabilizados con 
SLO fueron incubados por 15 minutos a 37°C con 1 µM del dominio efector de 
MARCKS (ED), posteriormente los espermatozoides se incubaron con 50 mM de 
PIP2 durante 15 minutos a 37°C y se estimuló la  exocitosis acrosomal por la 
adición de 10 µM de Ca2+ libre (A) o 200 nM de PMA (B). Ambas condiciones 
fueron incubadas por 15 minutos a 37°C (barras negras). Condiciones de control 
experimental (barras grises) incluyen: espermatozoides no estimulados (control) y 
espermatozoides estimulados con 10 µM de Ca2+ libre (Ca2+) o 200 nM de PMA 
(PMA), la ausencia de efecto de PIP2 con y sin estimular la exocitosis acrosomal. 
En las barras azules se observa el efecto del dominio efector de MARCKS (ED) 
durante la exocitosis acrosomal estimulada con Ca2+ o PMA. En A y B el porcentaje 
de los espermatozoides reaccionados fue normalizado como se describe en la 
sección de Materiales y Métodos. Los datos representan la media ± E.S. de al 
menos tres ensayos independientes. Los asteriscos indican diferencia significativa 
con respecto a la condición estimulada con Ca2+ o PMA sin PIP2 (***, p<0,001;**, 
p<0,01).  
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espermatozoides tratados con el dominio efector de MARCKS no fosforilado. 

Como se muestra en la figura 29A y B, la adición de adenofostina fue capaz 

de revertir el efecto inhibitorio del dominio efector de MARCKS en la 

exocitosis acrosomal estimulada por Ca2+ o PMA. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estos resultados muestran que PIP2 y adenofostina son capaces de 

revertir el efecto inhibitorio del dominio efector de MARCKS durante la 

exocitosis acrosomal en espermatozoides humanos, sugiriendo que el 

dominio efector de MARCKS secuestra PIP2 en las membranas de los 

espermatozoides, lo que impediría la producción de IP3 y el consecuente 

eflujo de Ca2+ desde el acrosoma.  

 

Figura 29: Adenofostina revierte el efecto inhibitorio del dominio efector 
de MARCKS en la exocitosis acrosomal. Espermatozoides permeabilizados con 
SLO fueron incubados por 15 minutos a 37°C con 1 µM del dominio efector de 
MARCKS (ED), posteriormente los espermatozoides se incubaron con 5 µM de 
adenofostina (Ad) durante 15 minutos a 37°C y se estimuló la  exocitosis 
acrosomal por la adición de 10 µM de Ca2+ libre (A) o 200 nM de PMA (B). Ambas 
condiciones fueron incubadas por 15 minutos a 37°C (barras negras). Condiciones 
de control experimental (barras grises) incluyen: espermatozoides no estimulados 
(control) y espermatozoides estimulados con 10 µM de Ca2+ libre (Ca2+) o 200 nM 
de PMA (PMA), la ausencia de efecto de adenofostina con y sin estimular la 
exocitosis acrosomal. En las barras azules se observa el efecto del dominio efector 
de MARCKS (ED) durante la exocitosis acrosomal estimulada con Ca2+ o PMA. En A 
y B el porcentaje de los espermatozoides reaccionados fue normalizado como se 
describe en la sección de Materiales y Métodos. Los datos representan la media ± 
E.S. de al menos tres ensayos independientes. Los asteriscos indican diferencia 
significativa con respecto a la condición estimulada con Ca2+ o PMA sin 
adenofostina (***, p<0,001).  
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CONCLUSIÓN DEL OBJETIVO UNO 

 

 

Durante esta etapa de trabajo se demostró mediante Western blot y 

haciendo uso de diferentes anticuerpos que MARCKS está presente en 

espermatozoides humanos. Además se determinó por medio de 

inmunofluorescencia indirecta que MARCKS localiza en la cola, región post- 

acrosomal y región acrosomal en espermatozoides humanos. Haciendo uso 

de un modelo de espermatozoides humanos permeabilizados, logramos 

bloquear la proteína endógena utilizando anticuerpos que reconocen 

específicamente la región N-terminal y el dominio efector de MARCKS, lo 

cual se vio reflejado en una inhibición de la exocitosis acrosomal. Además el 

bloqueo de la forma fosforilada de la proteína por el anticuerpo anti-fosfo 

MARCKS no fue capaz de inhibir la exocitosis acrosomal.  

Por otro lado, determinamos que el dominio efector de MARCKS es 

capaz de interaccionar con la maquinaria de fusión de membranas y que 

estas interacciones son reguladas por el estado de fosforilación de la 

proteína, como se determinó en los ensayos de exocitosis acrosomal en 

espermatozoides tratados con el dominio efector fosforilado in vitro y la 

mutante ED4D. Asimismo podemos concluir que la forma fosforilada de 

MARCKS, al igual que en otros modelos celulares sería la forma inactiva de 

la proteína y no interaccionaría con la maquinaría de fusión que se activa 

durante la exocitosis acrosomal.  

El hecho de que PIP2 rescatara el efecto inhibitorio del dominio efector 

de MARCKS sobre la  exocitosis acrosomal nos lleva a postular que MARCKS 

podría actuar como una pipmodulina durante la exocitosis acrosomal, es 

decir que MARCKS regularía los niveles disponibles de PIP2 en la membrana 

de los espermatozoides humanos. De acuerdo con esta hipótesis, 

adenofostina también fue capaz de rescatar la exocitosis acrosomal de 

espermatozoides en presencia del dominio efector de MARCKS. Esto nos 

lleva a proponer que el dominio efector de MARCKS secuestra PIP2, 

inhibiendo la formación de IP3, requerido para la salida de Ca2+ acrosomal 

siendo un paso esencial durante la exocitosis acrosomal. De esta manera 

MARCKS sería capaz de regular las movilizaciones de Ca2+ intracelular 

requeridos para la exocitosis acrosomal de espermatozoides humanos. 
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OBJETIVO ESPECÍFICO DOS: 

Estudiar si MARCKS regula los movimientos de Ca2+ que ocurren 

durante la exocitosis acrosomal y si su estado de fosforilación varía 

durante la exocitosis acrosomal y la capacitación en 

espermatozoides humanos intactos.  

Los resultados mostrados hasta el momento fueron obtenidos en un 

modelo de espermatozoides permeabilizados. Si bien este modelo nos ha 

permitido entender el mecanismo molecular por el cual el dominio efector 

de MARCKS inhibe la exocitosis acrosomal, presenta varias desventajas, 

como pérdida de la motilidad, pérdida de los gradientes de membranas y la 

incapacidad de estas células a responder a agonistas naturales como 

progesterona. Este objetivo propone utilizar espermatozoides intactos para 

obtener un panorama más fisiológico de la participación de MARCKS en los 

movimientos de Ca2+ durante la exocitosis acrosomal y en la capacitación. 

 

El péptido que posee la secuencia aminoacídica 154-165 del dominio 

efector de MARCKS es permeable a membrana 

 

 

Una desventaja que presenta el modelo de espermatozoides humanos 

es la de ser una célula transcripcionalmente inactiva (Ward W. S. and 

Coffey D. S. 1991). Esta característica no permite que se puedan utilizar 

herramientas tales como transfección y/o RNA de interferencia para el 

estudio de la función de las proteínas. 

Para abordar el estudio de la función de MARCKS en espermatozoides 

humanos intactos se utilizó el péptido KRFSFKKSFKL, el cual corresponde a 

la secuencia aminoacídica 154-165 del dominio efector de MARCKS (ED154-

165-TMR). Este péptido mantiene dos de los cuatro residuos de serina del 

dominio efector de MARCKS y además se encuentra acoplado al fluoróforo 

tetrametilrodamina (TMR) (Fig. 29A). Este péptido es extremadamente 

básico y se ha demostrado que péptidos con un alto número de cargas 

positivas tienen la propiedad de translocarse a través de las membranas 

(Futaki S., et al 2001; Futaki S. 2005; López C.I. et al, 2007; Futaki S., et 
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al 2007; Garnier-Lhomme M., et al 2009). Esta particularidad nos permitió 

estudiar la función de MARCKS durante la exocitosis acrosomal en 

espermatozoides intactos, sin tener que recurrir a procedimientos como la 

permeabilización.  

Lo primero que determinamos fue si el péptido ED154-165-TMR era 

capaz de atravesar la membrana plasmática de espermatozoides humanos 

intactos. Para ello, espermatozoides humanos intactos fueron incubados con 

4 µM del péptido ED154-165-TMR durante una hora a 37°C, luego las células 

fueron lavadas para eliminar el exceso del péptido y fijadas para ser 

observadas por microscopía confocal. En la figura 30B y C se observa que el 

94 % de las células incubadas con el péptido ED154-165-TMR presentan marca 

roja y que la misma se localiza principalmente en la cabeza de los 

espermatozoides. Este resultado muestra que el péptido ED154-165-TMR 

podría ser permeable a la membrana de los espermatozoides.  

Dado el pequeño tamaño del espermatozoide, no fue posible 

diferenciar por microscopía confocal si el péptido realmente ingresó a las 

células o si se encuentra unido externamente a la membrana plasmática. 

Además hay reportes que indican que el ingreso de péptidos cargados 

positivamente a través de la membrana se debe a un artificio técnico, ya 

que la fijación podría ingresar las proteínas que están unidas externamente 

a la membrana plasmática (Richard, J. P., et al 2003).  

Para corroborar que el péptido ED154-165-TMR es capaz de ingresar en 

los espermatozoides humanos intactos y que esto no se debe a la unión del 

péptido a la cara externa de la membrana plasmática o por un artificio de la 

fijación, realizamos ensayos de digestión con tripsina, enzima capaz de 

digerir péptidos que presentan residuos aminoacídicos cargados 

positivamente en sus extremos. Luego de incubar los espermatozoides con 

el péptido ED154-165-TMR, las células fueron tratadas con 0,5 mg/ml de 

tripsina durante 30 minutos a 37°C y la reacción se frenó con 1mg/ml de 

inhibidor de tripsina. De esta manera, los péptidos que se encontraran por 

fuera de las células serían degradados y los que ingresan estarían 

protegidos por la membrana plasmática. Luego de este tratamiento las 

células fueron lavadas, fijadas y evaluadas por microscopía confocal. En la 

figura 30B y C se puede observar que a pesar del tratamiento con tripsina 

los espermatozoides conservan la marca fluorescente del péptido en el 77 
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% de las células, indicando que el péptido ED154-165-TMR es permeable a la 

membrana plasmática de espermatozoides intactos y que la marca 

observada no se debe a un artificio de la fijación, ni a la presencia de 

péptidos unidos externamente a la membrana plasmática. Estos resultados 

confirman que el péptido ED154-165-TMR es permeable a membrana, lo que 

nos permitió estudiar la función de MARCKS en espermatozoides intactos. 
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Figura 30: El péptido que posee la secuencia aminoacídica 154-165 del 
dominio efector de MARCKS es permeable a membrana. (A) Secuencia 
aminoacídica del péptido permeable (residuos 154-165) acoplado al fluoróforo 
tetrametilrodamina (TMR) (ED154-165-TMR). (B) Espermatozoides intactos fueron 
incubados durante 30 minutos a 37°C con 4 µM del péptido ED154-165-TMR y 
posteriormente fueron tratados con (+) o sin (-) tripsina por 30 minutos a 37°C. 
Luego las células fueron fijadas y montadas como se describe en Materiales y 
Métodos. (C) Cuantificación de espermatozoides marcados con TMR. Como 
mínimo se evaluaron 300 células. Las barras representan la media ± E.S. de 
cuatro ensayos independientes. DIC, las células fueron observadas con 
contraste por interferencia diferencial. Barra= 5 µm.  
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El péptido permeable del dominio efector de MARCKS inhibe la 

exocitosis acrosomal en espermatozoides humanos intactos 

 

 

Una vez que se corroboró que el péptido ED154-165-TMR es permeable 

a membranas, evaluamos el efecto biológico de este péptido en la exocitosis 

acrosomal en espermatozoides humanos intactos. Para ello, 

espermatozoides humanos intactos fueron incubados con concentraciones 

crecientes del péptido ED154-165-TMR y luego se estimuló la exocitosis 

acrosomal con inductores farmacológicos PMA o con el ionóforo de Ca2+ 

A23187. Al igual que el dominio efector de MARCKS recombinante en 

espermatozoides permeabilizados, el péptido ED154-165-TMR inhibió la 

exocitosis de manera dosis dependiente en espermatozoides humanos 

intactos (Fig. 31A). Cuando la exocitosis acrosomal fue estimulada con PMA, 

el IC50 para el péptido ED154-165-TMR fue 1 ± 0,11 µM mientras que cuando 

se estimuló con A23187 el IC50 para el péptido fue 1,77 ± 0,07 µM (Fig. 

31A). 

A diferencia del modelo de espermatozoides permeabilizados, los 

espermatozoides intactos son capaces de responder a agonistas naturales 

como progesterona, lo que nos permite evaluar el efecto de MARCKS 

durante la exocitosis acrosomal en condiciones más cercanas a las 

fisiológicas. Para ello, espermatozoides humanos intactos fueron incubados 

con concentraciones crecientes del péptido ED154-165-TMR y luego se 

estimuló la exocitosis acrosomal con progesterona. Como se observa en la 

figura 31B, el péptido ED154-165-TMR también inhibió la exocitosis acrosomal 

estimulada con progesterona (IC50: 1,35 ± 0,04 µM) de manera dosis 

dependiente, tal como se observó con PMA y A23187.  

Estos resultados muestran que el péptido ED154-165-TMR es permeable 

a membrana y se transloca eficientemente al interior del espermatozoide. 

Además mediante ensayos de exocitosis acrosomal en espermatozoides 

intactos determinamos que el péptido que posee la secuencia 154-165 

correspondiente al dominio efector de MARCKS es capaz de inhibir la 

exocitosis acrosomal estimulada por inductores farmacológicos (PMA y 

A23187), o por progesterona un agonista fisiológico de la exocitosis 
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acrosomal. Los resultados obtenidos con el péptido permeable en 

espermatozoides humanos intactos son similares a los obtenidos con el 

dominio efector de MARCKS recombinante y el dominio mutante ED4A en 

espermatozoides permeabilizados (comparar Fig. 25B, 26B y 31B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

El péptido permeable del dominio efector de MARCKS inhibe los  

movimientos de Ca2+ durante la exocitosis acrosomal 

 

Las señales de Ca2+ en el espermatozoide tienen un rol fundamental 

ya que regulan importantes fenómenos como la capacitación, la motilidad 

hiperactivada y la exocitosis acrosomal. Como se ha mencionado 

previamente la exocitosis acrosomal es una exocitosis regulada dependiente 

de Ca2+, por lo que esta vía de señalización ha sido ampliamente estudiada 

durante este proceso secretorio. En espermatozoides humanos tanto ZP 

como progesterona producen un aumento bifásico en la concentración de 

Figura 31: El péptido permeable del dominio efector de MARCKS inhibe la 
exocitosis acrosomal en espermatozoides humanos intactos. (A) 
Espermatozoides humanos no permeabilizados fueron incubados por 30 minutos a 
37°C en presencia del péptido permeable acoplado al fluoróforo 
tetrametilrodamina (TMR) (ED154-165-TMR). Luego se estimuló la exocitosis 
acrosomal por la adición de 10 µM del ionóforo de Ca2+ A23187 (círculos) o 200 
nM de PMA (cuadrados). Ambas condiciones fueron incubadas por 15 minutos a 
37°C y el acrosoma fue evaluado mediante la unión de la lectina Pisum sativum 
aglutinina conjugada con FITC como se describe en Materiales y Métodos. (B) 
Igual que en A excepto que se estimula la exocitosis acrosomal con 15 mM de 
progesterona. En A y B el porcentaje de los espermatozoides reaccionados fue 
normalizado como se describe en la sección de Materiales y Métodos. Los datos 
representan la media ± E.S. de al menos tres ensayos independientes. Los 
asteriscos indican diferencia significativa con respecto a la condición estimulada 
con A23187 (***, p<0,001;**, p<0,01;*, p<0,05). 
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Ca2+ citoplasmático (Kirkman-Brown J. C., et al 2000; Kirkman-Brown J. C., 

2002; Harper C. V., et al 2006). En una primera fase se observa un 

incremento transiente de Ca2+ que ocurre en escala de segundos y luego es 

seguido por un segundo aumento de Ca2+ más lento y sostenido que dura 

varios minutos (Fig. 12).  

A pesar de que durante mucho tiempo se creía que los canales de 

Ca2+ activados por bajo voltaje de tipo T eran los responsables del aumento 

de Ca2+ transitorio, recientemente se ha demostrado que estos canales no 

están presentes en espermatozoides de ratón, por lo que se postula que los 

canales CatSper serían los responsables del incremento transiente de Ca2+ 

inducido por ZP3 y progesterona (Xia J. and Ren D. 2009). 

Por otro lado el ingreso de Ca2+ sostenido es mediado por la apertura 

de canales de Ca2+ operados por reservorios intracelulares (store operated 

Ca2+ channels: SOCCs) (Jungnickel M. K., et al 2001; O'Toole C.M., et al 

2003;). Durante esta fase PIP2 tiene un papel primordial ya que a partir de 

este fosfolípido y mediante la acción de la enzima PLC δ4 se produce IP3. El 

incremento en la concentración de IP3 activaría los canales de Ca2+ 

dependientes de IP3 presentes en el acrosoma en espermatozoides de ratón 

y humanos (Walensky L.D. and Snyder S.H. 1995; Kuroda Y. et al. 1999) 

produciendo la liberación del Ca2+ acrosomal. El eflujo de Ca2+ a partir del 

acrosoma sería el responsable de la apertura de los canales SOCCs 

presentes en la membrana plasmática, generando un ingreso masivo de 

Ca2+ desde el medio extracelular y desencadenando la exocitosis acrosomal 

(Ikawa K. et al 2010). 

Mediante el uso del modelo de espermatozoides humanos 

permeabilizados nuestro grupo de trabajo ha demostrado que para que se 

produzca la fusión de las membranas, hace falta una segunda salida de Ca2+ 

desde el acrosoma posterior a la apertura de los SOCCs (De Blas G., et al 

2002) (Fig. 13). Por lo que podemos concluir que el eflujo de Ca2+ a partir 

de los canales de Ca2+ dependiente de IP3 se requiere en dos fases de la 

exocitosis acrosomal una, para la apertura de los SOCC y otra para el paso 

final de este proceso secretorio. 

Previamente demostramos que el efecto inhibitorio que ejerce el 

dominio efector de MARCKS durante la exocitosis acrosomal puede ser 

revertido por la adición de PIP2 y adenofostina. Estos resultados nos 
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llevaron a hipotetizar que el dominio efector de MARCKS secuestra PIP2 en 

las membranas, inhibiendo la producción de IP3 y, en consecuencia, el eflujo 

de Ca2+ mediante los canales de Ca2+ dependientes de IP3.  

Para probar esta hipótesis, realizamos mediciones de Ca2+ en 

espermatozoides intactos incubados con el péptido permeable ED154-165-TMR 

antes de ser estimulados con progesterona. Para realizar las mediciones de 

Ca2+ utilizamos la sonda fluorescente Fluo 3-AM que atraviesa la membrana 

y se acumula en el citosol. El grupo AM (aceto-metoxi) es quien le confiere 

la permeabilidad a las membranas y una vez que ha ingresado a la célula es 

degradado por esterasas celulares, de manera que permanece en el interior 

celular. Ante un aumento en la concentración intracelular de Ca2+, se 

observa un aumento en la fluorescencia, el cual es detectado utilizando un 

espectrofluorómetro. 

En la figura 32A se observa que la adición de progesterona 

(aproximadamente a los 110 segundos) a espermatozoides incubados con 

Fluo -3AM, presentan un aumento en la en la intensidad de fluorescencia, lo 

que se relaciona con un aumento en la concentración de Ca2+ intracelular. 

Sin embrago este efecto se ve disminuido cuando los espermatozoides son 

preincubados con el péptido ED154-165-TMR (Fig. 32B). En la figura 32C se 

observa que la intensidad de la fluorescencia disminuye aproximadamente 

un 70 % en los espermatozoides humanos preincubados con el ED154-165-

TMR con respecto a los espermatozoides control. 

Como se observa en la figura 32 A y B la adición de Tritón X-100 a 

los espermatozoides produce un aumento en la intensidad de la señal que 

es similar en la condición control, como en la condición tratada con el 

péptido ED154-165-TMR, por lo que la cantidad de Fluo 3-AM es similar en 

ambas condiciones. Estos resultados validan nuestra hipótesis de que 

MARCKS regula las movilizaciones de Ca2+ intracelular cuando se estimula la 

exocitosis acrosomal con progesterona en espermatozoides humanos 

intactos.  

Los resultados obtenidos conjuntamente en el modelo de 

espermatozoides permeabilizados y en el modelo de espermatozoides 

intactos sugieren que la proteína MARCKS actúa como una pipmodulina 
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regulando la concentración de PIP2 en las membranas y de esta manera 

regula las movilizaciones de Ca2+ que se desencadenan durante la exocitosis 

acrosomal en espermatozoides humanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MARCKS se fosforila durante la exocitosis acrosomal  

 

 

Los datos bibliográficos muestran que durante las vías de señales que 

conducen a la exocitosis en diferentes modelos celulares, se produce la 

fosforilación y translocación de MARCKS desde las membranas al citosol 

celular (Goodall A.R., et al 1997; Salli U., et al 2000; Rosé S.D., et al 2001; 

espermatozoides fueron preincubados con 4 µM del péptido ED154-165-TMR durante 
30 min a 37° antes de adicionar progesterona (flecha). (C) Cuantificación de tres 
ensayos diferentes. Las barras representan la media ± E.S. de tres ensayos 
independientes; los datos fueron normalizados respecto de la fluorescencia 
obtenida luego de la adición de progesterona en ausencia del péptido ED154-165-
TMR. El asterisco indica una diferencia significativa con respecto a la condición 
estimulada con progesterona (*, p< 0,05; test de Student). 
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Figura 32: El péptido permeable del dominio 
efector de MARCKS inhibe los movimientos de 
Ca2+ durante la exocitosis acrosomal. (A) 
Espermatozoides humanos intactos fueron incubados 
durante 30 min a 37°C con 2 µM de Fluo-3-AM. Al 
tiempo indicado (flecha) se adicionó 15 µM de 
progesterona (Pg). La respuesta máxima de 
movilización de calcio se calibró con 0,1% Tritón X-
100 al final del período de incubación. El aumento en 
la fluorescencia se expresa como (F/F0)-1[máxima 
intensidad de fluorescencia /fluorescencia inicial)-1] 
vs tiempo en segundos. (B) Igual que en A, pero los  
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Li Y., et al 2001; Eliyahu E., et al 2006), por lo que cabe plantear que 

MARCKS podría ser fosforilada durante la exocitosis acrosomal.  

Los resultados obtenidos hasta el momento muestran que la forma no 

fosforilada de MARCKS inhibe la exocitosis acrosomal cuando es estimulada 

por diferentes inductores, ya sea en espermatozoides permeabilizados como 

en intactos. Asimismo, la forma fosforilada de MARCKS no inhibe la 

exocitosis acrosomal por lo que consideramos que es la forma inactiva en 

espermatozoides humanos. 

Si bien, se determinó la presencia de fosfo MARCKS en 

espermatozoides humanos no capacitados mediante ensayos de Western 

blot (Fig. 21), desconocemos hasta el momento la localización intracelular 

de la proteína fosforilada.  

La localización intracelular de fosfo MARCKS se determinó mediante 

ensayos de inmunofluorescencia indirecta en espermatozoides humanos no 

capacitados. Para ello las células una vez fijadas y permeabilizadas, fueron 

incubadas con el anticuerpo anti-fosfo MARCKS. La presencia de la fosfo 

proteína fue revelada haciendo uso de un anticuerpo secundario anti-rabbit 

Cy3. Como se observa en la figura 33A fosfo MARCKS se localiza en la cola 

y en la región acrosomal. Para determinar la especificidad del anticuerpo 

anti-fosfo MARCKS, éste fue preincubado con el dominio efector de MARCKS 

fosforilado in vitro. Este pretratamiento atenuó la señal de fosfo MARCKS en 

la cola y en la región acrosomal, indicando que esta tinción es específica, 

mientras que la tinción persistente en la pieza media del flagelo sugiere una 

marca inespecífica (Fig. 33B). Además se evaluó una posible marca 

inespecífica del anticuerpo secundario incubando los espermatozoides sólo 

con el anticuerpo secundario. Como se observa en la figura 33C el 

anticuerpo secundario sólo no presenta fluorescencia. También mediante el 

uso de la lectina Pisum sativum conjugada con FITC (PSA-FITC) se evaluó el 

estado del acrosoma. Esta lectina al igual que la lectina LCA es capaz de 

unirse específicamente al gránulo acrosomal (Kallajoki M., et al 1985) (Fig. 

33A, B y C).  

Estos resultados indican que una fracción de MARCKS se encuentra 

fosforilada en espermatozoides humanos no capacitados y que se localizaría 

principalmente en la pieza principal y final de la cola, pero no en la pieza 
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media de esta estructura. Además se determinó que fosfo MARCKS se 

localiza en la región acrosomal. 
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Figura 33: Fosfo MARCKS localiza en la cola y en la región acrosomal en 
espermatozoides humanos. Espermatozoides humanos fijados y 
permeabilizados fueron inmunomarcados con el anticuerpo anti-fosfo MARCKS 
(A) o con el mismo anticuerpo preincubado con un exceso (1:10) del dominio 
efector de MARCKS fosforilado in vitro (fosfo MARCKS + pED) (B). Luego los 
espermatozoides fueron incubados con un anticuerpo anti-rabbit acoplado al 
fluoróforo Cy3. Los acrosomas fueron teñidos con la lectina Pisum sativum 
conjugada con FITC (PSA-FITC). Para determinar la especificidad del anticuerpo 
secundario, los espermatozoides sólo fueron incubados con el anticuerpo anti-
rabbit acoplado al fluoróforo Cy3 (Ac secundario sólo) (C). Barra= 5 µm. 
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Se mencionó previamente que la forma fosforilada de MARCKS es la 

forma inactiva de la proteína (Garrett A.M., et al. 2012). Esta afirmación 

concuerda con los resultados obtenidos mediante ensayos de exocitosis 

acrosomal donde se demostró que la forma fosforilada de MARCKS es 

incapaz de inhibir la exocitosis acrosomal en espermatozoides humanos 

permeabilizados. Estos resultados sumados a datos bibliográficos donde se 

ha demostrado que se requiere de la fosforilación y translocación de la 

proteína MARCKS en varios procesos exocíticos (Goodall A.R., et al 1997; 

Salli U., et al 2000; Rosé S.D., et al 2001; Li Y., et al 2001; Eliyahu E., et al 

2006), nos llevaron a plantear que MARCKS podría ser fosforilada durante la 

exocitosis acrosomal, lo que llevaría a la inactivación de la proteína. 

Una de las características distintivas de la exocitosis acrosomal es la 

liberación de vesículas híbridas y parte del citosol celular al medio 

extracelular (Yanagimachi R. 1994) (Fig. 7). Para evitar la pérdida de estos 

componentes celulares durante la exocitosis acrosomal, previo a ser 

estimulado este proceso exocítico los espermatozoides fueron incubados con 

100 µM de 2-amino-etoxidifenilborato (2-APB), un inhibidor de los canales 

de Ca2+ sensible a IP3. Este inhibidor permite que la exocitosis acrosomal 

transcurra pero sólo hasta el punto donde la membrana acrosomal externa 

se encuentra aposicionada con la membrana plasmática (Zanetti N. and 

Mayorga L.S. 2009), impidiendo la formación de vesículas híbridas y de esta 

manera evitando la pérdida de las membranas y del citosol celular.  

Para estudiar el estado de fosforilación de MARCKS durante la 

exocitosis acrosomal se realizaron ensayos de Western blot haciendo uso 

del anticuerpo que reconoce específicamente la forma fosforilada de 

MARCKS. Como se muestra en la figura 34A, la fosforilación de MARCKS se 

incrementó significativamente cuando se estimuló la exocitosis acrosomal 

con A23187, PMA y progesterona en un 50%, 60% y 40% respectivamente. 

Estos porcentajes fueron obtenidos normalizando los datos contra β tubulina 

(Fig. 34B). Resultados similares se obtuvieron cuando se normalizó contra 

la cantidad total de MARCKS. Estos resultados indican que fosfo MARCKS se 

incrementan durante la exocitosis acrosomal mientras que los niveles 

totales de la proteína MARCKS no varían (Fig. 34C y D). Por lo tanto 

podemos concluir que las vías de señales desencadenadas durante la 

exocitosis acrosomal producen un aumento en la fosforilación de MARCKS. 
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Figura 34: MARCKS se fosforila durante la exocitosis acrosomal. (A) 
Espermatozoides intactos fueron incubados con 100 µM de 2-APB (control) y 
luego se estimuló la exocitosis acrosomal con 10 µM de A23187, 200 nM de 
PMA o 15 µM de progesterona durante 15 min a 37°C. Después se obtuvieron 
las proteínas de cada condición (5 x 106 espermatozoides) y fueron resueltas en 
un gel de SDS-PAGE al 10 % y se transfirieron a una membrana de PVDF.  Para 
determinar el estado de fosforilación de MARCKS se utilizó el anticuerpo anti-
fosfo MARCKS y como control de carga se determinó β-tubulina. (B) 
Cuantificación de tres ensayos independientes en A. Las barras representan la 
media ± E.S.; los datos fueron normalizados contra la señal de β-tubulina. Los 
asteriscos indican una diferencia significativa con respecto al control (*, 
p<0,05; **, p<0,01). (C) Espermatozoides intactos fueron incubados durante 
15 min a 37°C con 100 µM de 2-APB (control) y luego se estimuló la exocitosis 
acrosomal con 10 µM de A23187. Después del tratamiento las proteínas de 5 x 
106  espermatozoides fueron resueltas en un gel de SDS-PAGE al 10 % y se 
transfirieron a una membrana de PVDF. Se determinó el estado de fosforilación 
de MARCKS mediante el uso del anticuerpo anti-fosfo MARCKS. El anticuerpo 
anti-ED se utilizó para detectar la cantidad total de MARCKS y fue utilizado 
como control de carga. (D) Cuantificación de tres ensayos independientes en 
C. Las barras representan la media ± E.S.; los datos fueron normalizados 
contra la señal de MARCKS. Los asteriscos indican una diferencia significativa 
con respecto al control (*, p<0,05).   
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MARCKS se transloca desde las membranas al citosol celular 

durante la exocitosis acrosomal 

 

El dogma establece que la forma no fosforilada de MARCKS 

permanece unida a las membranas celulares y una vez que ésta es 

fosforilada se produce la translocación de la proteína al citosol celular. Sin 

embargo Satoh y colaboradores (Satoh k. et al. 2009) demostraron que a 

pesar de que el tratamiento con isoproterenol induce la fosforilación de 

MARCKS en células acinares de la glándula parótida, un alto porcentaje de 

fosfo MARCKS permaneció unida a las membranas de estas células. 

Mediante el uso de microscopía confocal demostramos que fosfo MARCKS 

localiza en la cola y en la región acrosomal de los espermatozoides 

humanos no capacitados. Sin embargo debido al pequeño tamaño de los 

espermatozoides no pudimos determinar si fosfo MARCKS se encuentra en 

las membranas o en el citosol celular. 

Dado estos resultados nos propusimos determinar la localización 

ultraestructural de fosfo MARCKS en espermatozoides humanos mediante 

crioultrainmunomarcado. Para ello, crioultracortes de espermatozoides 

humanos no capacitados de aproximadamente 60 nm fueron incubados con 

el anticuerpo anti-fosfo MARCKS y su presencia fue revelada utilizando un 

anticuerpo secundario anti-rabbit acoplado con partículas de oro de 6 nm. 

En la figura 35A se observa que fosfo MARCKS se encuentra en el citosol de 

la región acrosomal. Para descartar una marca inespecífica del anticuerpo 

secundario las muestras con espermatozoides humanos no capacitados 

fueron incubadas solamente con el anticuerpo secundario en ausencia del 

anticuerpo anti-fosfo MARCKS, no observándose inmunomarcación (Fig. 

35B). Este resultado demuestra que la forma fosforilada de MARCKS localiza 

en el citosol celular de la región acrosomal en espermatozoides humanos no 

capacitados. 

Dado que la forma fosforilada de MARCKS se localiza en el citosol 

celular en espermatozoides humanos no capacitados y que durante la 

exocitosis acrosomal se produce la fosforilación de MARCKS nos 

preguntamos si este aumento en la fosforilación de MARCKS, produciría la 

translocación de la proteína desde las membranas al citosol celular. 
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Para determinar si MARCKS se transloca durante la exocitosis 

acrosomal se determinó la presencia de MARCKS en las membranas de 

espermatozoides humanos estimulados con A23187 y PMA mediante 

ensayos de Western blot y haciendo uso del anticuerpo N-66. Para evitar la 

pérdida de las membranas y del citosol que ocurre durante la exocitosis 

acrosomal los espermatozoides fueron preincubados con 2-APB. Una vez 

obtenidas las membranas mediante el protocolo descripto por Tomes y 
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Figura 35: Fosfo MARCKS se localiza en citosol celular de la región 
acrosomal en espermatozoides humanos. (A) Crioultracortes de 
aproximadamente 60 nm de espermatozoides humanos fueron inmunomarcados 
con el anticuerpo anti-fosfo MARCKS y su presencia fue revelada utilizando un 
anticuerpo anti-rabbit acoplado con oro coloidal de 6 nm para su visualización por 
microscopía electrónica.  Las puntas de flechas muestran la localización del oro 
coloidal. (B) Para determinar la especificidad del anticuerpo secundario, los 
crioultracortes fueron incubados sólo con el anticuerpo anti-rabbit acoplado con 
oro coloidal (Ac secundario sólo). N, Núcleo; MAI, Membrana Acrosomal Interna; 
MAE, Membrana Acrosomal Externa. 
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colaboradores (Tomes C.N., et al 2005), las muestras fueron resueltas en 

un gel de poliacrilamida al 10 % y transferidas a una membrana de PVDF y 

luego fueron incubadas con el anticuerpo N-66. Como se muestra en la 

figura 36A, la presencia de MARCKS en las membranas de espermatozoides 

humanos disminuye significativamente cuando se estimuló la exocitosis 

acrosomal con A23187 y PMA en un 50 % y 40 % respectivamente. Estos 

porcentajes fueron obtenidos normalizando los datos contra su respectivo 

control de carga. Para estos ensayos se utilizó como control de carga 

sinaptotagmina VI ya que es una proteína transmembrana. Mediante esta 

estrategia se demostró que MARCKS se transloca desde las membranas de 

los espermatozoides al citosol celular una vez que se estimula la exocitosis 

acrosomal con A23187 y PMA (Fig. 36B). 
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Figura 36: MARCKS se transloca desde las 
membranas al citosol celular durante la 
exocitosis acrosomal. (A) Espermatozoides 
capacitados (60 x 106 por condición) fueron incubados 
con 100 µM de 2-APB (control) y luego se estimuló la 
exocitosis acrosomal con 10 µM de A23187 o 200 nM 
de PMA durante 15 min a 37°C. Luego las muestras 
fueron sometidas a fraccionamiento subcelular, mediante el uso de un buffer 
hipoosmótico como se describe en materiales y métodos. Las proteínas de la 
fracción de membrana fueron resueltas en un gel de poliacrilamida al 10 % y 
transferidas a membranas de PVDF. Luego las membranas fueron incubadas con 
el anticuerpo que reconoce la región N-terminal de MARCKS, N-66. (B) 
Cuantificación de dos ensayos independientes en A. Las barras representan la 
media ± E.S.; los datos fueron normalizados contra la señal de sinaptotagmina 
VI (Stg VI). Los asteriscos indican una diferencia significativa con respecto al 
control (*, p<0,05). 
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Las PKC clásicas son activadas durante la exocitosis acrosomal 

 

Previamente demostramos que MARCKS es fosforilada y se transloca 

desde las membranas al citosol celular durante la exocitosis acrosomal. Por 

otro lado, MARCKS es el principal sustrato de PKC en varios tipos celulares 

(Aderem A. 1992; Blackshear P.J. 1993) y se ha documentado que PKC 

participa durante la exocitosis acrosomal (Breitbart H., et al 1992; Breitbart 

H. and Naor Z. 1999; López C.I., et al 2012). Por lo tanto, nos preguntamos 

si PKC podría fosforilar a MARCKS durante este proceso. 

Para estudiar si PKC estaba involucrada en la fosforilación de MARCKS 

utilizamos queleritrina un inhibidor general de la actividad catalítica de PKC. 

Por lo que espermatozoides humanos preincubados con 2-APB; fueron 

tratados con queleritrina y luego se estimulo la exocitosis acrosomal con 

PMA. Mediante Western blot se determinó el estado de fosforilación de 

MARCKS. Como se muestra en la figura 37 el tratamiento con PMA produce 

un aumento en la fosforilación de MARCKS, mientras que el pretratamiento 

de los espermatozoides con queleritrina inhibe significativamente la 

fosforilación de MARCKS cuando se estimuló la exocitosis acrosomal con 

PMA. 

Dado que queleritrina es un inhibidor general de la familia de las PKC 

nos propusimos estudiar qué isoforma/s de la familia de las PKC se activan 

durante la exocitosis acrosomal. 

Hasta el momento se han identificado diez isoformas de la familia de 

las PKC y se las clasifica en 1) PKCs clásicas: α, βI, βII y γ, que responden a 

señales de Ca2+ y DAG), 2) PKCs noveles: γ, ε, η y θ, las cuales responden 

sólo a señales de DAG, y 3) PKCs atípicas: ζ y ι/λ, que no responden a 

señales de Ca2+ ni a DAG. Además de estas regulaciones alostéricas, las PKC 

deben ser fosforiladas en tres motivos de fosforilación. Esto constituye un 

prerequisito ya que sin estas fosforilaciones la quinasa es catalíticamente 

inactiva (Newton A.C. 2003). 
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Dado que el estado de foforilación determina el estado de activación 

de las isoformas de las PKC, estudiamos mediante Western blot el estado de 

fosforilación de las diferentes isoformas de PKC durante la exocitosis 

acrosomal en espermatozoides estimulados con A23187 previamente 

incubados con 2-APB. Durante este ensayo se evaluó el estado de 

fosforilación de las PKC haciendo uso de dos anticuerpos. Uno, el anticuerpo 

anti-fosfo PKC α/βII (Thr 638/641) que reconoce el residuo fosforilado de 

treonina 638 de la PKC α y el residuo de treonina fosforilado 641 de la PKC 

βII. El otro anticuerpo utilizado fue el anti-fosfo PKC δ/θ (Ser643/676) que 

reconoce el residuo de serina fosforilado 643 de la PKC δ y el residuo de 

serina fosforilado 676 de la PKC θ. 

Como se muestra en la figura 38A el estado de fosforilación en los 

residuos de treonina 638/641 de la PKC α/βII respectivamente aumentó un 

40 % durante la exocitosis acrosomal estimulada con A23187 en 

espermatozoides humanos en relación a la condición de espermatozoides 

capacitados (Fig. 38B). Además se determinó que el estado de fosforilación 
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Figura 37: MARCKS se fosforila durante 
la exocitosis acrosomal por una vía 
dependiente de PKC. (A) Espermatozoides 
intactos fueron incubados con 100 µM de 2-
APB (control) y luego se estimuló la 
exocitosis acrosomal con 200 nM de PMA 
durante 15 min a 37°C (PMA). Además se  
se estimuló la exocitosis acrosomal con PMA en presencia de queleritrina 
(Quele→PMA). A continuación se obtuvieron las proteínas de cada condición (5 x 
106 espermatozoides) y fueron resueltas en un gel de SDS-PAGE al 10 % y se 
transfirieron a una membrana de PVDF.  Para determinar el estado de 
fosforilación de MARCKS se utilizó el anticuerpo anti-fosfo MARCKS. (B) 
Cuantificación de dos ensayos independientes en A. Las barras representan la 
media ± E.S. Los asteriscos indican una diferencia significativa con respecto a la 
condición control (**, p<0,01). 
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de los residuos de serina 643/676 de la PKC δ/θ respectivamente no varió 

cuando se estimuló la exocitosis acrosomal con A23187 en relación a la 

condición de espermatozoides capacitados (Fig. 38C y B). A partir de este 

resultado podemos concluir que las isoformas clásicas α y βII son 

fosforiladas en los residuos de treonina 638 y 641 respectivamente, por lo 

que se activarían durante la exocitosis acrosomal estimulada con el ionóforo 

de Ca2+ A23187, mientras que para las isoformas δ y θ no se observa un 

cambio en el estado de fosforilación en los residuos de serina 643/676 

respectivamente, por lo que no se activarían cuando la exocitosis acrosomal 

es estimulada con el ionóforo de Ca2+. 
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MARCKS es desfosforilada durante la capacitación 

 

Previamente se demostró que MARCKS se encuentra presente en 

espermatozoides humanos no capacitados y que una fracción de la misma 

se encuentra fosforilada y se localiza en el citosol celular. Haciendo uso del 

modelo de espermatozoides humanos permeabilizados determinamos que el 

estado de fosforilación de MARCKS regula su participación durante la 

exocitosis acrosomal. Asimismo demostramos que durante el proceso de 

exocitosis acrosomal el nivel de fosforilación de MARCKS aumenta 

significativamente provocando la translocación de la proteína desde las 

membranas al citosol celular. Por lo que el estado de fosforilación de 

MARCKS determina la localización intracelular de la proteína y regula la 

participación de la proteína durante la exocitosis acrosomal. Sin embargo, 

para que los espermatozoides puedan exocitar el gránulo acrosomal éstos 

previamente deben ser capacitados. 

Durante la capacitación los espermatozoides sufren una serie de 

cambios bioquímicos y biofísicos los cuales le van a permitir a los 

espermatozoides llevar a cabo el proceso de exocitosis acrosomal y 

fecundar al ovocito. A su vez durante la capacitación deben activarse 

mecanismos que coordinen espacial y temporalmente el proceso de  

exocitosis acrosomal ya que este proceso secretorio ocurre una sola vez en 

Figura 38: Las PKC clásicas son activadas durante la exocitosis acrosomal. 
(A) Espermatozoides no capacitados (5 x 106 espermatozoides por condición) 
fueron incubados en un medio capacitante durante 3 horas (capacitados). 
Posteriormente los espermatozoides fueron incubados durante 15 min a 37°C con 
100 µM de 2-APB se estimuló la exocitosis acrosomal con 10 µM de A23187 
durante 15 min a 37°C. Luego se obtuvieron las proteínas de cada condición y 
fueron resueltas en un gel de SDS-PAGE al 10 % y se transfirieron a una 
membrana de PVDF. Mediante el uso del anticuerpo PKCs α/βII treonina 638/641 
se determinó el estado de fosforilación de las isoformas α/βII de las PKC clásicas. 
Como control de carga se utilizó actina. (B) Cuantificación de dos ensayos 
independientes en A. Las barras representan la media ± E.S.; los datos fueron 
normalizados contra la señal de actina. Los asteriscos indican una diferencia 
significativa con respecto a la condición de espermatozoides capacitados (*, 
p<0,01). (C) Los espermatozoides fueron procesados de la misma forma que en A, 
pero se utilizó el anticuerpo PKCs δ/θ serina 643/676 para determinar el estado de 
fosforilación de las isoformas δ/θ de las PKC noveles. (D) Cuantificación de dos 
ensayos independientes en C. Las barras representan la media ± E.S.; los datos 
fueron normalizados contra la señal de actina. 
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la vida del espermatozoide y es un proceso irreversible. Es por esto que 

varios autores han considerado a la capacitación como un mecanismo 

regulador de la exocitosis acrosomal (Tsai P.S., et al 2010; Buffone M.G., et 

al 2012; Gadella B.M., 2012). Uno de los cambios característicos que se 

producen durante la capacitación espermática es la fosforilación de 

proteínas tanto en tirosina como en serina/treonina (Visconti P. E., et al 

1994; Flesch F. M., et al 1999; Visconti P. E., et al 2002). Además 

recientemente se demostró que durante la capacitación se produce la 

desfosforilación de proteínas en residuos de serina/treonina en 

espermatozoides de cerdo (Alnagar F.A., et al 2010). Es por esto y dado 

que el estado de fosforilación de MARCKS regula su localización intracelular 

y sus interacciones, nos propusimos estudiar el estado de fosforilación de 

MARCKS durante la capacitación. Para ello, espermatozoides mótiles 

obtenidos por la técnica de swim up fueron capacitados in vitro durante 3, 6 

y 9 horas. Luego, se realizaron extractos de proteínas, las cuales fueron 

separadas en un gel de SDS-PAGE al 10 % y transferidas a una membrana 

de PVDF. Finalmente, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo 

anti-fosfo MARCKS. Como se observa en la figura 39 la incubación de 

espermatozoides humanos en medio capacitante durante tres horas produjo 

la desfosforilación de MARCKS en un 40 % en relación a la condición de 

espermatozoides no capacitados (0 hs). Además se observa que a medida 

que a las seis horas y nueve horas el estado de fosforilación de MARCKS 

disminuyó un 60 % y 80 % con respecto a la condición de espermatozoides 

no capacitados (Fig 39A y B). Estos resultados muestran que la proteína 

MARCKS se desfosforila durante la capacitación. 
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CONCLUSIÓN DEL OBJETIVO DOS 

 

 

Durante este objetivo se demostró que el péptido correspondiente a 

la secuencia aminoacídica 154-165 del dominio efector de MARCKS es 

permeable a membrana. Esta característica nos permitió determinar que el 

péptido ED154-165-TMR inhibe la exocitosis acrosomal estimulada por A23187 

y PMA en espermatozoides humanos intactos, corroborando los resultados 

obtenidos en espermatozoides permeabilizados. Además se demostró que el 

péptido ED154-165-TMR inhibió la exocitosis acrosomal estimulada por 

progesterona, un agonista fisiológico de este proceso, en espermatozoides 

humanos intactos. Una ventaja de utilizar el modelo de espermatozoides 

intactos es que nos permitió medir concentraciones de Ca2+ intracelular. 

Utilizando este modelo se observó que la preincubación de espermatozoides 

humanos intactos con el péptido ED154-165-TMR inhibió las movilizaciones de 

Ca2+intracelular inducidas por progesterona. 

Además mediante ensayos de Western blot y utilizando el anticuerpo 

que reconoce específicamente la forma fosforilada de MARCKS 

demostramos que durante la exocitosis acrosomal se produce un aumento 

en la fosforilación MARCKS, produciendo la translocación de la proteína 

desde las membranas de los espermatozoides al citosol celular, lo que a su 

vez aumentaría la disponibilidad de PIP2 para producir IP3.  

También evaluamos las isoformas de la familia de las PKC que 

podrían fosforilar a MARCKS durante la exocitosis acrosomal. Mediante 

Western blot y utilizando anticuerpos que reconocen el estado de 

fosforilación de diferentes isoformas de la familia de las PKC se identificó 

Figura 39: MARCKS es desfosforilada durante la capacitación. (A) 
Espermatozoides humanos mótiles y desprovisto de plasma seminal, fueron 
incubados en condiciones capacitantes por 3, 6 y 9 hs. Posteriormente se 
obtuvieron las proteínas de las diferentes condiciones y se resolvieron (5 x 106 

espermatozoides por condición) en un gel de SDS-PAGE al 10 % y se transfirieron 
a una membrana de PVDF. Para determinar el estado de fosforilación de MARCKS 
se utilizó el anticuerpo anti-fosfo MARCKS y como control de carga se determinó 
actina. (B) Cuantificación de dos ensayos independientes en A. Las barras 
representan la media ± E.S. Los asteriscos indican una diferencia significativa con 
respecto al control (**, p<0,01; *, p<0,05).  
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que las PKCα/βII son fosforiladas en los residuos de treonina 638, 641 

respectivamente mientras que las PKC noveles (δ/θ), no mostraron un 

cambio en el estado de fosforilación en los residuos de serina 643/676 

respectivamente, cuando se estimula la exocitosis acrosomal con A23187. 

Estos resultados sugieren que las PKC clásicas α/βII se activarían durante la 

exocitosis acrosomal estimulada por A23187, sugiriendo que las PKC 

clásicas podrían fosforilar la proteína MARCKS durante la exocitosis 

acrosomal.  

Finalmente, mediante la técnica de Western blot y utilizando un 

anticuerpo que reconoce la forma fosforilada de MARCKS, se determinó que 

la proteína MARCKS es desfosforilada durante la capacitación. Este cambio 

en el estado de fosforilación le permitiría a la proteína interaccionar y 

regular la maquinaria que participa durante la exocitosis acrosomal. 
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La exocitosis acrosomal es un prerrequisito fundamental para que el 

espermatozoide fecunde el ovocito (Yanagimachi R. 1994). Sólo aquellos 

espermatozoides que han sufrido la exocitosis acrosomal pueden atravesar 

la ZP y luego fusionarse con el oolema (Avella M.A. and Dean J. 2011). 

Dado que la exocitosis acrosomal es un evento irreversible y ocurre una 

única vez en la vida del espermatozoide, es un evento altamente regulado. 

Además de la acción sincronizada de varios iones y proteínas durante la 

secreción del granulo acrosomal, también se ha descripto la participación de 

fosfolípidos como PIP2 y, si bien hoy contamos con numerosas evidencias 

sobre el mecanismo molecular de la exocitosis acrosomal, todavía queda 

por dilucidar como se relacionas la vía de señales desencadenadas en la 

exocitosis acrosomal.  

La proteína MARCKS es conocida como el principal sustrato de PKC en 

numerosos modelos celulares (Hartwig J.H., et al 1992; Arbuzova A., et al 

2002) y ha sido clasificada como una pipmodulina ya que esta proteína es 

capaz de regular los niveles disponibles de PIP2 en las membranas (Laux T., 

et al 2000; McLaughlin S. and Murray D. 2005), además ha sido involucrada 

en varios procesos exocíticos (Li Y., et al 2001; Rosé S.D., et al 2001; 

Sasaki Y. 2003; Eliyahu E., et al 2006; Gadi D., et al 2011), pero aun su 

presencia en espermatozoides humanos no ha sido demostrada. En este 

trabajo de tesis nos propusimos estudiar la presencia y localización de 

MARCKS en espermatozoides humanos y su función durante la exocitosis 

acrosomal. Para ello hicimos uso de dos modelos complementarios: 

espermatozoides permeabilizados e intactos. 

Mediante ensayos de Western blot y haciendo uso de dos anticuerpos 

que reconocen la región N-terminal de MARCKS y un anticuerpo que 

reconoce el dominio efector de MARCKS se demostró que MARCKS se 

encuentra presente en espermatozoides humanos. Además en nuestras 

condiciones experimentales se determinó que el peso molecular aparente al 

que migra MARCKS en espermatozoides humanos es de 73 kDa (fig. 20A y 

B). A su vez, dado que se observa una única banda en los ensayos de 

Western blot podemos afirmar que MARCKS en espermatozoides humanos 

no es clivada por proteasas como se ha visto en otros modelos celulares 

(Dulong S., et al 2004; Lampe W.R., et al 2012). Estos resultados plantean 
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la controversia de la presencia de MARCKS en espermatozoides humanos ya 

que Mosevitsky y Silicheva (Mosevitsky M. and Silicheva I. 2011) 

demostraron por inmunohistoquímca que MARCKS se encuentra presente en 

todos los estadíos durante la espermatogénesis, pero no en 

espermatozoides maduros de rata. Esta discrepancia podría deberse 

principalmente al modelo utilizado ya que estos autores utilizaron testículo 

de rata, mientras que en este trabajo de tesis se utilizó solamente 

espermatozoides humanos. Además los autores utilizaron un anticuerpo 

obtenido en su laboratorio, mientras que nosotros utilizamos diferentes 

anticuerpos comerciales en donde dos reconoce diferentes regiones de la 

región N-terminal, otro reconoce la secuencia próxima al residuo de serina 

162 del dominio efector y un cuarto anticuerpo que reconoce 

específicamente la forma fosforilada de MARCKS. 

Además mediante el uso de un anticuerpo que reconoce 

específicamente la forma fosforilada de MARCKS, fuimos capaces de 

determinar que una fracción de MARCKS se encuentra fosforilada en 

espermatozoides no capacitados (Fig. 22) y que durante la capacitación 

MARCKS es desfosforilada (Fig. 39). Este cambio en el estado de 

fosforilación de la proteína produciría un cambio en la función de la misma 

ya que una vez desfosforilada esta podría interaccionar con PIP2, actina o 

calmodulina. 

Mediante inmunofluorescencia indirecta determinamos que MARCKS 

localiza en la cola, en la región postacrosomal y en la región acrosomal en 

espermatozoides humanos no capacitados (Fig. 20). La localización de 

MARCKS en la cola podría deberse a que esta proteína cumpla alguna 

función en la motilidad del flagelo, ya que esta proteína ha sido involucrada 

en migración celular y en motilidad celular (Sheetz M.P., et al 2006; Kalwa 

H. and Michel T. 2011). A modo de ejemplo se ha demostrado que la 

inyección del dominio efector de MARCKS en el Paramecium tetraurelia 

altera la motilidad de este protozoo (Hinrichsen R.D. and Blackshear P.J. 

1993).  

En la región acrosomal pudimos observar que la localización de 

MARCKS presenta un patrón punteado. Este patrón punteado ha sido 
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previamente descripto en neuronas (McLaughlin S. and Aderem A. 1995; 

Wiederkehr A., et al 1997) y si bien se desconoce la naturaleza de estas 

estructuras, varios autores han sugerido que estas estructuras serían las 

responsables de eventos locales en la superficie celular como exocitosis, 

fagocitosis y regulación de la motilidad celular. El hecho que MARCKS 

presenta una gran afinidad por PIP2 y una gran capacidad de unión a este 

fosfolípido, estas estructuras punteadas podrían ser microdominios ricos en 

PIP2.  

La ausencia de transcripción y traducción en el espermatozoide 

restringe las estrategias para estudiar el mecanismo molecular de MARCKS 

durante la exocitosis acrosomal. Por esto se utilizó el modelo de 

espermatozoides permeabilizados con SLO (Diaz A., et al 1996; Yunes R., et 

al 2000), lo que nos permite introducir reactivos y proteínas al sistema. 

Haciendo uso de este modelo y mediante la incubación con el anticuerpo N-

19 el cual reconoce la región N-terminal de MARCKS bloqueamos la proteína 

endógena, lo cual inhibió la exocitosis acrosomal estimulada por Ca2+ y PMA 

(Fig. 23). Ott y colaboradores (Ott L.E., et al 2013) mediante el uso de un 

péptido que posee los primeros 24 aminoácidos de la región N-terminal de 

MARCKS, demostraron que esta región tiene una importante función en la 

migración de fibroblastos. Además este mismo péptido inhibe la secreción 

de los gránulos de mucina y la degranulación de leucocitos humanos, por lo 

que esta región también podría tener una importante función durante la 

exocitosis acrosomal; no obstante el mecanismo molecular de la región N-

terminal de MARCKS en los procesos secretorios se desconoce hasta el 

momento.  

El otro anticuerpo que se utilizó para estudiar la función de MARCKS 

durante la exocitosis acrosomal, reconoce específicamente el dominio 

efector de MARCKS. Este dominio ejerce la mayoría de las funciones de 

MARCKS y además ha sido estudiado en varios procesos secretorios. El 

bloqueo del dominio efector de MARCKS por parte del anticuerpo anti-ED 

inhibió la exocitosis acrosomal (Fig. 24) y este efecto podría deberse a que 

una vez que se produce el bloqueo de la proteína por parte del anticuerpo, 

MARCKS sería incapaz de interaccionar con importantes moléculas 

involucradas en varias vías de señales intracelulares como son PIP2, CaM y 
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PKC. Por ejemplo el anticuerpo anti-ED podría inhibir la fosforilación de 

MARCKS, por lo que esta proteína quedaría retenida en las membranas 

celulares, secuestrando permanentemente PIP2. Estos resultados, nos llevan 

a concluir que MARCKS participa en las vías de señales durante la exocitosis 

acrosomal.  

A diferencia de los anticuerpos que reconocen la región N-terminal y 

el dominio efector de MARCKS (los cuales son capaces de inhibir la 

exocitosis acrosomal), el anticuerpo que reconoce la forma fosforilada de la 

proteína no inhibió la exocitosis acrosomal en espermatozoides 

permeabilizados (Fig. 24). Se ha propuesto que la forma fosforilada de 

MARCKS es la forma inactiva de la proteína (Garrett A.M., et al. 2012) ya 

que una vez fosforilada, ésta no interacciona con los fosfolípidos ácidos de 

las membranas, con calmodulina y con el citoesqueleto de actina (Hartwig 

J.H., et al 1992; Gallant C., et al 2005). En otras palabras, y al igual que en 

otros modelos celulares, fosfo MARCKS no interaccionaría con la maquinaría 

de fusión involucrada en la exocitosis acrosomal. 

Mediante el uso del dominio efector de MARCKS recombinante se 

demostró que este dominio inhibe la vía de señal que conduce a la 

exocitosis acrosomal (Fig. 25) y esto podría deberse a que este dominio 

interacciona y/o bloquea componentes de la maquinaria de fusión 

necesarios para el proceso de exocitosis acrosomal. Estudios en levadura 

han demostrado que el dominio efector de MARCKS inhibe las etapas tardías 

durante la fusión de membrana y esto se debe a que el secuestro de PIP2 

por parte del dominio efector de MARCKS altera la formación de una 

estructura conocida como “vertex-ring” que se localiza en la periferia de las 

membranas a fusionarse y se encuentra enriquecida en componentes 

involucrados en la fusión de membrana como proteínas Rab y SNAREs 

(Fratti R.A., et al 2004; Schwartz M.L. and Merz A.J. 2009). Asimismo el 

dominio efector de MARCKS tiene la capacidad de reconocer y unirse con 

gran afinidad a las membranas altamente curvadas (Morton L.A., et al 

2013). Se ha descripto que durante la exocitosis acrosomal se produce el 

hinchamiento del acrosoma lo que produce grandes invaginaciones en la 

membrana acrosomal externa (Zanetti N. and Mayorga L.S. 2009), por lo 
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que el dominio efector podría unirse a esta membrana bloqueando la fusión 

de las membranas.  

Además se determinó que el estado de fosforilación del dominio 

efector de MARCKS regula su participación en la exocitosis acrosomal ya 

que el dominio efector fosforilado in vitro y la mutante fosfomimética ED4D 

son incapaces de inhibir la exocitosis acrosomal (Fig. 25 y 26). Estos 

resultados corroboran el resultado obtenido con el anticuerpo anti-fosfo 

MARCKS, por lo que la forma fosforilada de MARCKS sería la forma inactiva 

de la proteína durante la exocitosis acrosomal. Datos no publicados de 

nuestro Laboratorios demuestran que se requiere de la polimerización como 

la despolimerización de los filamentos de actina para la exocitosis 

acrosomal. A su vez la polimerización de los filamentos es requerida sólo en 

una fase temprana de la exocitosis, concordante con el acercamiento de la 

membrana acrosomal externa a la membrana plasmática para el ensamble 

de los complejos SNAREs en configuración trans. Una vez ensamblados en 

esta configuración la polimerización de los filamentos de actina no sería 

necesaria. MARCKS podría coordinar el ensamblaje de los filamentos de 

actina en puntos específicos donde se ensamblarían los complejos SNAREs y 

una vez que se produce la fosforilación de MARCKS se desensamblarían los 

filamentos de actina para que se lleve a cabo la fusión de las membranas. 

Esto concuerda con lo que sucede en otros procesos exocíticos como la 

liberación de noradrenalina por las células cromafines (Trifaró J.M., et al. 

2000; Rosé S.D., et al 2001). Más estudios se requieren para establecer con 

mayor precisión si MARCKS regula el citoesqueleto de actina durante la 

exocitosis acrosomal. 

La fosforilación/desfosforilación de proteínas es el principal 

mecanismo de control intracelular en las células eucariotas y sumado a que 

la síntesis de proteínas en los espermatozoides humanos es casi nula (Ward 

W. S. and Coffey D. S. 1991), podemos decir que esta modificación 

postraduccional es una de las principales vías para regular la actividad de 

varias proteínas durante la exocitosis acrosomal. Nuestro Laboratorio ha 

demostrado que el estado de fosforilación regula la actividad de varias 

proteínas durante la exocitosis acrosomal. Por ejemplo se ha demostrado 

que sinaptotagmina VI, una proteína que actúa como sensor de Ca2+ 
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durante la exocitosis acrosomal, se encuentra fosforilada en 

espermatozoides en reposo y una vez que se desencadena la exocitosis 

acrosomal se produce la desfosforilación de esta proteína, proceso mediado 

por calcineurina (Castillo Bennett J., et al 2010). También se ha 

documentado que la proteína NSF es desfosforilada durante la exocitosis 

acrosomal para que junto con αSNAP desensamblen los complejos SNAREs 

cuando se en encuentran configuración cis (Zarelli V., et al 2009). El cambio 

en el estado de fosforilación de las proteínas permite un rápido y preciso 

mecanismo de activación y desactivación de las proteínas, es por ello que es 

una de las principales vías de regulación de actividad durante la exocitosis 

acrosomal. MARCKS es un candidato ideal para regular las vías de señales 

involucradas durante la exocitosis acrosomal ya que interacciona con varias 

moléculas involucras en las vías de señales desencadenadas durante la 

exocitosis acrosomal como PIP2 y calmodulina y a su vez esta interacción es 

regulada por su estado de fosforilación. 

Mediante los ensayos de reversión con PIP2 y adenofostina (Fig. 28 y 

29) y debido a que el dominio efector presenta una gran capacidad y 

afinidad por PIP2, nosotros proponemos a PIP2 como un posible blanco 

celular durante la exocitosis acrosomal en espermatozoides 

permeabilizados. La concentración disponible de PIP2 es regulada por su 

síntesis y su degradación, pero a su vez un tercer mecanismo es capaz de 

regular la concentración de PIP2 en las membranas celulares. Este 

mecanismo se basa en la captura reversible de este fosfolípido (Laux T., et 

al 2000; McLaughlin S. and Murray D. 2005). MARCKS sería capaz de 

regular la concentración de PIP2 durante la exocitosis acrosomal ya que una 

vez que se desencadena la exocitosis acrosomal ya sea por inductores 

farmacológicos o fisiológicos se produce un aumento en el estado de 

fosforilación de MARCKS (Fig. 34). El aumento en la fosforilación de 

MARCKS produce la translocación de MARCKS desde las membranas 

celulares al citosol como se observa en la figura 36. Hay que tener en 

cuenta que la relación estequiométrica teórica es una molécula de MARCKS 

por tres de PIP2, por lo que por cada molécula de MARCKS que se fosforile 

se liberan tres moléculas de PIP2, las que son capaces de interaccionar con 

otras enzimas. Por lo que una vez que se produce la fosforilación de 
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MARCKS aumenta de manera considerable la concentración disponible de 

PIP2 en las membranas. Estos resultados coinciden con los resultados 

obtenidos en otros modelos celulares en donde se demuestra que se 

requiere la fosforilación de MARCKS en los procesos exocíticos (Trifaró J.M., 

et al. 2000; Salli U., et al. 2000; Rosé S.D., et al 2001; Salli U., et al 2003), 

sin embargo este es primer reporte donde se demuestra como el estado de 

fosforilación de MARCKS puede regular la concentración disponible de PIP2 

en los procesos de fusión de membranas.  

Además por crioultrainmunomarcado se corroboró que la proteína 

fosforilada se encuentra en el citosol celular (Fig. 35), a diferencia de la 

forma no fosforilada de MARCKS que se encuentra en membrana como 

demostraron Singer y colaboradores (Singer M., et al 2004). Lo que 

corrobora que el estado de fosforilación de MARCKS regula su localización 

intracelular y la afinidad de la proteína por los lípidos de las membranas. 

Otra proteína que el estado de fosforilación regula su afinidad por los lípidos 

de las membranas y además ha sido involucrada en la exocitosis acrosomal 

es sinaptotagmina VI. Se ha demostrado que el dominio C2B de 

sinaptotagmina VI presenta la capacidad de interaccionar con los 

fosfolípidos de membranas en presencia o ausencia de Ca2+. En ausencia de 

Ca2+ la interacción es electrostática por las cargas positivas de la región 

polibásica del dominio C2B, mientras que en presencia de Ca2+, los sitios de 

unión al ión se introducen en la membrana (Kuo W., et al. 2009). Una vez 

que ocurre la fosforilación del dominio C2B se incorpora un grupo fosfato y 

las cargas negativas bloquean la unión a Ca2+ y a las membranas.  

Si bien MARCKS puede ser fosforilada por varias quinasas (Sasaki Y. 

2003), en este trabajo de tesis mostramos que PKC podría ser la quinasa 

responsable de la fosforilación de MARCKS durante la exocitosis acrosomal 

es (Fig. 37). La actividad de las PKC es regulada en forma alostérica, de 

esta manera las PKC clásicas son reguladas por Ca2+ y DAG, las PKC 

noveles sólo por DAG y las PKC atípicas no responden ni a Ca2+ ni a DAG. 

Previo a estas regulaciones alostéricas las PKC deben ser fosforiladas en el 

loop de activación, en el motivo hidrofóbico y en el motivo turn de esta 

enzima. La fosforilación de estos tres motivos altamente conservados entre 

las diferentes isoformas de las PKC es un mecanismo fundamental para 
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regular la actividad de estas quinasas ya que controla interacciones intra e 

intermoleculares. Por ejemplo la fosforilación en el motivo turn es crítica ya 

que estabiliza el sitio de unión al sustrato y a ATP. Sin estas modificaciones 

postraduccionales las quinasas son inactivas (Newton A.C. 2003). Haciendo 

uso de un anticuerpos que reconocen los residuos de treonina 638/641 

fosforilado localizados en el motivo turn de las PKC α/βII respectivamente, 

demostramos que las isoformas α/βII se activan durante la exocitosis 

acrosomal estimulada con A23187 (Fig. 38A y B). Además se determinó que 

el estado de fosforilación de los residuos de serina 643/676 que se localiza 

en el motivo turn de la PKC δ/θ respectivamente no varió cuando se 

estimuló la exocitosis acrosomal con A23187 (Fig 38C y D). Dado que 

existen diez isoformas de la familia de las PKC y que además estas 

isoformas comparten varios sustratos se requieren de más estudios para 

poder identificar las isoformas que se activan durante la exocitosis 

acrosomal. Los resultados obtenidos en esta tesis concuerdan con los 

resultados obtenidos por Lax y colaboradores (Lax Y., et al 1999) donde 

demostraron que en espermatozoides de bovinos se expresan las PKC 

clásicas α y βI y que una vez que los espermatozoides son tratados con 

Ca2+ y 2-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), se produciría la activación 

de las mismas ya que se produce una rápida asociación de estas isoformas 

con la membrana plasmática de los espermatozoides. 

Otro modelo que utilizamos para conocer con más detalles la función 

de MARCKS durante la exocitosis acrosomal fue el modelo de 

espermatozoides intactos. Durante esta etapa de la tesis usamos la 

propiedad de que los péptidos cargados positivamente son permeables a 

membrana. Existe mucha bibliografía sobre los péptidos cargados 

positivamente y sus posibles mecanismos para atravesar la membrana 

plasmática (Futaki S., et al 2001; Futaki S. 2005; Futaki S., et al 2007); sin 

embargo hasta el momento el mecanismo preciso de internalización de 

estos péptidos se desconoce. A su vez existen numerosos estudios que 

utilizan estos péptidos para transportar proteínas al citoplasma y estudiar 

su efecto biológico (Kardinal C., et al 2000; López C.I. et al, 2007). Más 

específicamente se ha demostrado que el péptido que posee la secuencia 

del dominio efector de MARCKS es permeable a la membrana plasmática de 
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espermatozoides en erizo de mar y se ha utilizado como una sonda para 

detectar la localización intracelular de PIP2 (Garnier-Lhomme M., et al 

2009). 

Todos los experimentos planteados durante esta tesis demostraron 

que efectivamente el péptido que posee la secuencia del dominio efector de 

MARCKS 154-165, ingresa al espermatozoide a través de la membrana 

plasmática y pueden utilizarse en experimentos con espermatozoides 

intactos (Fig. 30B y C). Esta característica por un lado nos ayuda a 

corroborar los resultados obtenidos con el dominio efector recombinanate 

en espermatozoides permeabilizados (Fig. 25B), ya que el péptido ED154-165-

TMR también inhibió la exocitosis acrosomal estimulada por A23187 o por 

PMA en forma dosis dependiente (Fig. 31A). A su vez el uso del modelo de 

espermatozoides intacto nos permitió determinar que el péptido ED154-165-

TMR inhibe la exocitosis acrosomal estimulada por un inductor fisiológico 

como progesterona (Fig. 31B) brindándonos un panorama más fisiológico de 

la exocitosis acrosomal. 

El uso del péptido permeable del dominio efector también nos 

permitió estudiar los movimientos de Ca2+ que ocurren durante la exocitosis 

acrosomal. Mediante ensayos de medición de Ca2+ demostramos que el 

péptido ED154-165-TMR inhibe los movimientos de Ca2+ que se inducen 

durante la exocitosis acrosomal cuando se estimula este proceso con 

progesterona (Fig. 32B). Una vez que se une progesterona a su receptor se 

desencadenan las vías de señales lo que genera un aumento en la 

concentración de IP3 lo que lleva a un eflujo de Ca2+ desde el acrosoma, lo 

que desencadena un ingreso masivo de Ca2+ desde el medio extracelular a 

través de los SOCCs (Kirkman-Brown J. C., et al 2000; Kirkman-Brown J. 

C., 2002; Harper C. V., et al 2006; Xia J. and Ren D. 2009). En el caso de 

los espermatozoides incubados con el péptido permeable ED154-165-TMR la 

inhibición de los movimientos de Ca2+, podría deberse a que este péptido es 

capaz de unir y secuestrar PIP2, esto evitaría que se genere IP3, inhibiendo 

el eflujo de Ca2+ desde el acrosoma y el ingreso de Ca2+ desde el medio 

extracelular a través de los SOCCs. Nosotros proponemos que el blanco 

celular del dominio efector de MARCKS que opera durante las etapas de la 

exocitosis acrosomal, ubicadas entre el ingreso transiente de Ca2+ y la 
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apertura de los SOCCs es PIP2 en espermatozoides intactos. Además dado 

que PIP2 y adenofostina son capaces de revertir el efecto inhibitorio del 

dominio efector de MARCKS en espermatozoides permeabilizados (Fig. 28 y 

29), el dominio efector de MARCKS también regularía la segunda salida de 

Ca2+ desde el acrosoma luego de la apertura de los SOCCs regulando los 

niveles disponibles de PIP2.  

El hecho de que PIP2 y adenofostina por sí sólo no inducen la 

exocitosis acrosomal se relaciona con resultados aportados por nuestro 

Laboratorio en donde se ha demostrado que la exocitosis acrosomal no sólo 

requiere la liberación de Ca2+ a partir de los reservorios intracelulares, sino 

que también requiere la activación de una compleja maquinaria de fusión 

que incluye Rab3A, NSF, SNAREs, complexina y sinaptotagmina VI (Fig. 

14). Es decir, durante este evento secretorio se requiere de la interacción 

proteína-proteína, proteína-lípidos y de la movilización de Ca2+ a partir de 

reservorios internos y desde el medio extracelular. En este trabajo de tesis 

identificamos como MARCKS interacciona con PIP2 y a su vez esta 

interacción es regulada por las isoformas de las PKC clásicas α/βII. 

Asimismo PIP2 estaría involucrado en los movimientos de Ca2+ producidos 

durante la exocitosis acrosomal ya que a partir de este fosfolípido se genera 

IP3, paso indispensable para generar un aumento en la concentración de 

Ca2+ durante la exocitosis acrosomal. 

Cabe mencionar que a partir de PIP2 también se generan otras 

importantes moléculas involucradas en las vías de señales como DAG y 

PIP3, por lo que una vez que se produce la fosforilación de MARCKS durante 

la exocitosis acrosomal también se podría generar DAG y PIP3 a partir de 

PIP2. Se ha demostrado que se produce un aumento en la concentración de 

DAG cuando se estimula la exocitosis acrosomal con progesterona en 

espermatozoides humanos (O'Toole C.M., et al 1996). Este lípido a su vez 

es capaz de estimular a PKC y activar a Rab3A, una pequeña GTPasa 

monomérica que tiene un importante rol durante el acercamiento de las 

membranas en la exocitosis acrosomal (Yunes R., et al 2000; Belmonte S. 

A., et al 2005).  
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Por otro lado, dado que DAG presenta una estructura de curvatura 

negativa capaz de inducir la fusión de membrana en membranas sintéticas 

(Villar A.V., et al 2001; Dumas F., et al 2010), no se puede descartar que 

este lípido afecte la curvatura de la membrana ya sea de la membrana 

acrosomal externa y membrana plasmática. Como se mencionó 

previamente durante la exocitosis acrosomal la membrana acrosomal 

externa sufre grandes invaginaciones, estas invaginaciones podrían deberse 

a cambios en la composición lipídica. 

Por otro lado PIP2 podría tener un papel durante la fusión de 

membranas ya que este fosfolípido reclutaría proteínas involucradas en la 

fusión de membranas y de esta manera se generarían microdominios 

enriquecidos en proteínas de fusión de membranas. Además se ha descripto 

que PIP2 es capaz de incrementar la afinidad de sinaptotagmina I por Ca2+ 

unas cuarentas veces lo que aumentaría la velocidad de fusión de las 

membranas (van den Bogaart G., et al 2012).  

En este trabajo de tesis se demostró que MARCKS es desfosforilada 

durante la capacitación (Fig 39). Se ha reportado que MARCKS puede ser 

desfosforilada por proteína fosfatasa 1, proteína fosfatasa 2A o por 

calcineurina (CaN) una fosfatasa activada por Ca2+ (Seki K., et al 1995). 

Recientemente nuestro Laboratorio demostró que CaN está presente en 

espermatozoides humanos y que participa en la exocitosis acrosomal 

desfosforilando a sinaptotagmina VI (Castillo Bennett J., et al 2010), por lo 

que esta enzima podría desfosforilar a MARCKS durante la capacitación. Sin 

embargo se requiere de más estudios para determinar la enzima 

involucrada en la desfosforilación de MARCKS durante la capacitación y si la 

localización intracelular de MARCKS varía durante la capacitación y la 

función de MARCKS en la capacitación. 

Varios autores han propuesto que durante la capacitación se 

producen cambios, los que permiten al espermatozoide secretar el gránulo 

acrosomal frente a un estímulo adecuado (Tsai P.S., et al 2010; Buffone 

M.G., et al 2012; Gadella B.M., 2012;). Se ha descripto que durante la 

capacitación de espermatozoides de bovinos se produce la activación de 

fosfatidilinositol 4-quinasa (PI4K), enzima implicada en la producción de 

PIP2 (Etkovitz N., et al 2007), por lo que la desfosforilación de MARCKS 
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durante la capacitación permitiría concentrar este fosfolípido y formar 

probablemente microdominios enriquecidos con PIP2, que participarían en la 

exocitosis acrosomal. 

Se ha demostrado que un incremento en la síntesis de PIP2 aumenta 

la polimerización de actina y el desarrollar de la motilidad hiperactivada 

durante la capacitación (Finkelstein M., et al 2013). Una posible función de 

MARCKS durante la capacitación es que permitiría la polimerización de 

actina requerida para la motilidad hiperactivada. 

MARCKS, a pesar de no tener ninguna actividad enzimática, participa 

en varias vías de señales y esto se debe a que interacciona con moléculas 

como PIP2, PKC y CaM. MARCKS presenta una estructura naturalmente 

desplegada (natively unfolded) y se ha evidenciado la presencia de más de 

100 proteínas pertenecientes a este grupo. La persistencia evolutiva de este 

grupo de proteínas representa una fuerte evidencia a favor de la 

importancia en procesos biológicos. Además el hecho de que sólo por su 

cambio de estado de fosforilación MARCKS pueda regular varias moléculas 

de PIP2 la convierten en una proteína ideal para regular este fosfolípido que 

se encuentra inmerso en una fase fluida como son las membranas 

biológicas.  

Integrando los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, con el 

modelo del Laboratorio (Fig. 14) y en relación a otros datos publicados en la 

bibliografía, proponemos el siguiente modelo (Fig. 40). En espermatozoides 

no capacitados una fracción de MARCKS se encuentra fosforilada, por lo 

tanto se encuentra en el citosol celular y en un estado inactivo. Al iniciarse 

la capacitación se activarían vías de señales que llevan a la desfosforilación 

de la proteína MARCKS. La proteína MARCKS desfosforilada se asociaría a 

las membranas generando microdominios enriquecidos en PIP2. Cuando la 

exocitosis acrosomal es desencadenada se produciría un incremento en la 

concentración del Ca2+ intracelular, lo que activaría varias proteínas, entre 

ellas las isoformas α/βII de las PKC clásicas las que producirían la 

fosforilación del dominio efector de MARCKS. Esta modificación 

postraduccional produciría la translocación de la proteína desde las 

membranas celulares al citosol celular, lo que incrementaría la 

concentración disponible de PIP2. Finalmente, PIP2 sería hidrolizado por la 
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enzima PLC generando IP3 y DAG. IP3 se uniría a sus receptores presentes 

en la membrana acrosomal externa, lo que produciría un eflujo de Ca2+, lo 

que desencadenaría las etapas finales de la exocitosis acrosomal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40: Modelo de la participación de MARCKS durante la capacitación y 
la exocitosis acrosomal. En espermatozoides no capacitados una fracción de 
MARCKS se encuentra fosforilada. Cuando los espermatozoides son incubados en 
condiciones capacitantes MARCKS es desfosforilada, por lo que se transloca desde 
el citosol a las membranas, permitiéndole regular la concentración disponible de 
PIP2 (1). Una vez que se inicia la exocitosis acrosomal, se produce un aumento en 
la concentración de Ca2+ citosólico (2), lo que produce la activación de las PKC 
clásicas α/βII. Estas quinasas serían las responsables de la fosforilación del dominio 
efector de MARCKS durante la exocitosis acrosomal. La fosforilación de MARCKS 
produce la translocación de la proteína al citosol celular (3), lo que aumenta la 
concentración disponible de PIP2 y le permite interaccionar con PLC, enzima que 
hidroliza a PIP2 generando dos importantes segundos mensajeros IP3 y DAG. El 
aumento de IP3 activa los canales presentes en el acrosoma produciendo un eflujo 
de Ca2+ desde el acrosoma, paso fundamental para la exocitosis acrosomal (4). A 
su vez PIP2 interacciona con proteínas SNAREs y con sinaptotagmina (Stg) lo que 
lleva a la fusión de la membrana acrosomal externa con la membrana plasmática. 
Stx, sintaxina; VAMP, proteína de membrana asociada a vesícula; SNAP-25, 
proteína 25 asociada a membrana; IP3R, receptores de IP3; MAE, membrana 
acrosomal externa; MAI, membrnana acrosomal interna; MP, membrana 
plasmática.  
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RESUMEN 

 

La exocitosis acrosomal (EA) es un proceso secretorio regulado por Ca2+ 

fundamental para que el espermatozoide fecunde el ovocito. Sólo aquellos 

espermatozoides que han sufrido la EA pueden atravesar la ZP y luego 

fusionarse con la membrana plasmática del ovocito. 

A partir de datos aportados por nuestro grupo de trabajo y otros 

laboratorios se ha logrado dilucidar, la maquinaría proteica que se activa 

durante la EA. Si bien los lípidos tienen un papel fundamental durante la 

fusión de membranas ya sea actuando como plataformas que permiten la 

unión de proteínas a las membranas o actuando en las vías de señales, 

hasta el momento se desconoce la función de los lípidos en la EA y como 

estos son regulados en este proceso secretorio. 

La proteína MARCKS es conocida como el principal sustrato de PKC en 

numerosos modelos celulares y ha sido clasificada como una pipmodulina ya 

que esta proteína es capaz de regular los niveles disponibles de PIP2 en las 

membranas. MARCKS ha sido involucrada en varios procesos exocíticos pero 

aun su presencia en espermatozoides humanos no ha sido demostrada.  

Durante este trabajo de tesis y mediante el uso de diferentes 

anticuerpos, capaces de reconocer diferente regiones de la proteína, se 

demostró que MARCKS se encuentra en espermatozoides humanos y que la 

misma localiza en la cola, región postacrosomal y en la región acrosomal en 

espermatozoides humanos.  

Mediante el uso del modelo de espermatozoides permeabilizados con 

estreptolisina O en donde se generan poros sólo en la membrana plasmática 

de los espermatozoides y utilizando un anticuerpo que reconoce la región N-

terminal de MARCKS y otro anticuerpo que reconoce el dominio efector de 

MARCKS se demostró que MARCKS participa en la vías de señales que 

conducen a la EA. 

Debido a que el dominio efector de MARCKS es el responsable de casi 

todas las funciones de MARCKS, se evaluó su efecto en la EA. Evidencias 

presentadas en este trabajo de tesis demostraron que el dominio efector es 
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capaz de inhibir la EA ya sea cuando se estimula con Ca2+ o PMA (un 

conocido inductor de la EA), por lo que este dominio se une y bloquea 

componentes involucrados en las vías de señales que conduce a la EA. 

Mediante el uso del dominio efector de MARCKS fosforilado in vitro y 

un dominio mutante fosfomimético, se demostró que el estado de 

fosforilación de MARCKS regula su participación en la EA. Asimismo un 

anticuerpo que reconoce los residuos de serina fosforilados del dominio 

efector de MARCKS fue incapaz de inhibir la EA, por lo que la forma 

fosforilada de MARCKS es la forma inactiva de la proteína durante la EA. 

Uno de los posibles blancos celulares del dominio efector de MARCKS 

durante la EA sería PIP2 ya que se ha demostrado que MARCKS en su forma 

no fosforilada secuestra PIP2 en las membranas y una vez que es fosforilada 

la proteínas se transloca al citosol celular dejando disponible a este 

fosfolípido para que interaccione con otras proteínas. En nuestro modelo de 

espermatozoides permeabilizados la adición de PIP2 a espermatozoides 

preincubados con el dominio efector de MARCKS revirtió el efecto inhibitorio 

de este dominio sobre la EA. A su vez demostramos que una vez que se 

produce el secuestro de PIP2 por el dominio efector de MARCKS, se bloquea 

la producción de IP3, lo que impide los movimientos de Ca2+ que ocurren en 

la EA. Esto se comprobó ya que el uso de adenofostina un agonista de 

canales de Ca2+
 sensibles a IP3, revirtió el efecto inhibitorio del dominio 

efector de MARCKS en espermatozoides permeabilizados.  

Para determinar si el dominio efector de MARCKS inhibe los 

movimientos de Ca2+ que ocurren durante la EA utilizamos un péptido que 

posee la secuencia aminoacídica del dominio efector de MARCKS y dado a 

su alto número de residuos cargados positivamente es permeable a 

membrana como se demostró en esta tesis. Cuando espermatozoides 

intactos fueron preincubados con el péptido permeable del dominio efector 

este inhibió lo movimientos de Ca2+ que ocurren en la EA cuando se 

estimula con progesterona, un inductor fisiológico de este proceso 

secretorio. 

En este trabajo de tesis se mostró que MARCKS es fosforilada y que 

se produce su translocación desde las membranas celulares al citosol celular 
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cuando se estimula la EA con diferentes inductores. Además este cambio en 

el estado de fosforilación podría estar mediado por las PKC clásicas α/βII. 

De esta manera determinamos que una vez de que se desencadenan las 

vías de señales que conducen a la EA MARCKS es fosforilada, por lo que se 

transloca al citosol celular, dejando disponible a PIP2. Asimismo en este 

trabajo de tesis se demostró que MARCKS es desfosfrilada durante la 

capacitación, pero hasta el momento se desconoce la localización 

intracelular y la función de MARCKS durante la capacitación. 

Mediante los resultados de tesis podemos concluir que una vez que se 

desencadena la EA se produce la fosforilación y translocación de MARCKS 

desde las membranas al citosol celular, lo que incrementaría la 

concentración disponible de PIP2. Finalmente, PIP2 sería hidrolizado por la 

enzima PLC generando IP3 y DAG. IP3 se uniría a sus receptores presentes 

en la membrana acrosomal externa, lo que produciría un eflujo de Ca2+, lo 

que desencadenaría la exocitosis acrosomal. Estos resultados nos permiten 

plantear que MARCKS es un componente importante en las vías de 

transducción de señales durante la exocitosis acrosomal. 
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