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2. 

INTRODUCCION. 

A partir del momento en que el hombre empezó a estudiar 
y a conocer la fisiología de su organismo ha tratado de 
regularla y, en el caso de su reproducción, ha buscado 
algún método mágico, mecánico o terapéutico que impida 
la concepción o limite el tamaño de la progenie. Se 
han utilizado una gran variedad de métodos anticoncepti - 
vos como por ejemplo jaleas y espumas vaginales, dia- 
fragmas, preservativos, coitus interruptus o bien absti - 
nencia periódica; sin embargo, todas estas modalidades 
han dejado mucho que desear sobre todo desde el punto de 
vista de la aceptabilidad individual y la seguridad. 

El advenimiento del control.hormona1 de la ovulación en 
l o s  años 50, produjo .un incremento significativo en la 
seguridad de la anticoncepción, lo mismo que el desarro - 
110 y re-evaluación del uso de los dispositivos intrau- 
terinos a partir de la década de l o s  60. Sin embargo, 
actualmente se ha incrementado también el conocimiento 
de l o s  riesgos y efectos adversos de este tipo de medi- 
das anticonceptivas, .lo que ha señalado la necesidad de 
implementar programas de investigación que mejoren l o s  
métodos exister,tes de regular la fertilidad y que dise- 
ñen alternativas a l o s  mismos. 

Durante la Última dgcada se ha tratado de implementar me 
todología para regular l a  fertilidad a nivel de la trom- 
pa de f a l l . o p i o ,  principalmente interfiriendo con la fer- 
tilización y / o  con el transporte del ovocito antes o des - 

- 



pugs de la fertilización mediante el uso de hormonas es - 
teroides, prostaglandinas o fármacos oxitócicos ( 1 1; 
sin embargo, la escasa perspectiva actual de implementar 
un método eficiente de regular la fertilidad en esta en- 
tidad del aparato reproductor femenino, se debe a la in- 
suficiente infraestructura de conocimientos básicos in- 
dispensable para establecer una correlación estricta en- 
tre la anatomía, fisiología de la trompa de fallopio y 
l o s  aspectos bioquímicos y endocrinológicos que partici- 
pan en l o s  eventos de la reproducción. 

La reacción acrosomal en l o s  espermatozoides de mamífero 
es un proceso que se lleva a cabo en la región ampular de 
la trompa de fallopio, en las inmediaciones del ovocito, 
y es un prerrequisito esencial para que suceda una ferti- 
lización ( 2 1, por lo que el conocimiento de los mecanis - 
mos moleculares que inician y regulan este fenómeno permi - 
tirá posiblemente desarrollar compuestos o dispositivos 
más seguros y efectivos, que interfieran con alguno de 
l o s  diferentes pasos que se suceden en la reacción acroso - 
mal y por 10 tanto impidan la fertilización. 



CAPACITACION. 

Desde hace  m á s  de 30 años  se sabe  que l o s  espermatozoi -  
d e s  eyaculados  de mamífero n e c e s i t a n  permanecer en e l  

t r a c t o  g e n i t a l  femenino d u r a n t e  c i e r t o  t iempo p a r a  adqu i  
rir l a  capac idad  de f e r t i l i z a r  a l  Óvulo ( 3 1. Durante  
s u  t r a n s p o r t e  en e l  Útero  y l a  trompa de f a l l o p i o ,  es tas  
c é l u l a s  exper imentan  una s e r i e  de  cambios b ioqu ímicos ,  
u l t r a e s t r u c t u r a l e s  y f u n c i o n a l e s  que i n t e g r a n  e l  p roceso  
d e  c a p a c i t a c i ó n  ( 4 1 ;  e v e n t o  n e c e s a r i o  en  t o d a s  l a s  es- 
p e c i e s  de  mamífero e s t u d i a d a s  h a s t a  a h o r a ,  p o r  l o  que 
puede asumirse que es un p r e - r e q u i s i t o  g e n e r a l  d e l  p r o c e  
so de  f e r t i l i z a c i ó n  en estas e s p e c i e s  an ima les .  

- 

- 

L a  c a p a c i t a c i ó n  i n c l u y e  v a r i a s  e t a p a s  s e c u e n c i a l e s  ( 3 , 4 ) :  

una d e  e l l a s  es l a  a c t i v a c i ó n ,  que i n c l u y e  un cambio en 
l a  v e l o c i d a d  y t i p o  d e  movimientos f l a g e l a r e s ;  o t r a  eta- 

p a  es l a  c a p a c i t a c i ó n  propiamente d i c h a ,  que i m p l i c a  un 
cambio e n  las  e s t r u c t u r a s  y p o r  l o  t a n t o  en  l a s  p r o p i e d a  
d e s  de  l a  membrana d e l  espermatozoide  y culmina con l a  

f u s i ó n  e n t r e  l a s  membranas p l a s m á t i c a  y acrosomal  exter-  

na en una te rcera  e t a p a ,  l a  r e a c c i ó n  acrosomal .  L a s  dos 
p r i m e r a s  fases de  e s t e  p roceso  se l l e v a n  a cabo e n  e l  eE 
dometr io  p e r i o v u l a t o r i o  y l a  terce= en  l a  r e g i ó n  ampular 
de  l a  trompa de f a l l o p i o .  

N o  se ha e s t a b l e c i d o  con p r e c i s i ó n  l a  i n t e r r e l a c i ó n  en- 
tre e l  (los) f a c t o r ( e s 1  p r e s e n t c ( s 1  en  l a s  s e c r e c i o n e s  
d e l  t r a c t o  g e n i t a l  femenino en  e l  e f e c t o  e s t i m u l a n t e  e n  

l a  mov i l idad  y metabolismo d e l  e spe rma tozo ide ,  s i n  embar 

go, se ha determinado que compuestos como los n u c l e ó t i -  
- 



5.  

dos c í c l i c o s  AMPc y GMPc, las  hormonas e s t e r o i d e s  estrg 
d i o l  y p r o g e s t e r o n a ,  l a  composición i ó n i c a  d e l  microam- 
b i e n t e  endomet r i a l ,  los s u b s t r a t o s ,  l a  albúmina, e t c  

( 5 , 6 ) ,  t i e n e n  un p a p e l  impor t an te .  

Durante  l a  pr imera  e t a p a  de l a  c a p a c i t a c i ó n ,  s imul t ánea  - 
mente a l  cambio en  las caracter ís t icas  de l a  movi l idad  
hacia un p a t r ó n  v i g o r o s o ,  p r o g r e s i v o  y unidirectional, 
se observa  también un incremento en l a  a c t i v i d a d  metabó - 
lita d e l  espermatozoide ,  ya  que aumentan t a n t o  e l  consu - 
mo de  oxígeno como l a  a c t i v i d a d  g l i c o l í t i c a ,  observándo - 

se también un cambio en l a  u t i l i z a c i ó n  p r e f e r e n c i a l  de 
g lucosa  t a n t o  po r  l a  v í a  de Embden-Meyerhoff como a t r a  - 
vés d e l  c i c l o  de  las  pen tosas  ( 7 l. 

S e  ha r e p o r t a d o  también que d u r a n t e  l a  c a p a c i t a c i ó n  i n  
v i t X a ,  se l l e v a n  a cabo cambios en l a  d i s t r i b u c i ó n  de 

las  p a r t í c u l a s  in t ramembranales ,  t a n t o  en e l  f l a g e l o  co - 

mo en  las r e g i o n e s  acrosomal  y pos tacrosomal  d e l  e spe r -  
matozoide de cobayo 8 1, fenómeno que es seguido  po r  
l a  r e a c c i ó n  acrosomal C 4 1. E s t o s  cambios son m á s  sig 
n i f i c a t i v o s  debido  a que a lgunos  de  los f a c t o r e s  que i n  
ducen c a p a c i t a c i ó n  (fue.rza i ó n i c a  e l evada ,  t r i p s i n a ,  li - 
s o l e c i t i n a s ,  neuraminidasa ,  v i r u s  Sendai l  e s t imu lan  e l  

agrupamiento de p a r t í c u l a s  intramembranales  en o t r o s  t i  - 
pos c e l u l a r e s  y e s t á n  es t rechamente  r e l a c i o n a d o s  con la  

f u s i ó n  membranal. 

Se han d e s c r i t o  también cambios e n  e l  g l i coca1 i .x  de l o s  

espermatozoides  s o b r e  todo  en l a  r e g i ó n  acrosomal i n d u -  

cidos p o r  l í q u i d o  f o l i c u l a r  ( 9 1; e s t o s  cambios son 
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debidos posiblemente a la pérdida de glicoprotehas su- 
perficiales. Por otra parte la conformación de las pro 
teínas intrínsecas de la membrana acrosomal del esperma 
tozoide humano y la membrana plasmática que la recubre, 
experimentan modificaciones al incubar las células es- 
permáticas con AMPc y / o  con líquido folicular (la con- 
formación cambia de una estructura6 muy estable hacia 
la hélice A o el enrollamiento al azar, que son menos 
estables ( 10 1. Estos cambios estructurales parecen 
iniciarse por la fosforilación de proteínas membranales 
dependientes de AMPc 11 1. 

- 

- 

Por lo tanto, la capacitación puede considerarse como 
un cambio en las macromoléculas membranales intrínsecas 
(proteínas, glico o lipoproteinas o lípidos), el cual 
produce una reducción progresiva del entrecruzamiento o 
bien un cambio en la estructura membranal hacia un pun 
to en donde, dadas las condiciones apropiadas, el movi- 
miento de las macromoléculas es posible, produciéndose 
cambios en la permeabilidad con la consecuente fusión 
membranal. Estos cambios en la movilidad membranal in- 
trínseca se reflejan en la diferente proporción accesi- 
ble de grupos funcionales como l o s  grupos -SH membrana- 
les, cuya presencia es indispensable para que se lleven 
a cabo normalmente la capacitación y la singamia ( 12 > ,  
así como también en la funcionalidad de receptores mem- 
branales para AMPc ( 13 1 y estrógenos ( 14 1 o de gru- 
pos funcionales relacionados con el transporte membra- 
nal de substratos y cofactores ( 14 ) .  

- 
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R E A C C I O N  ACROSOMAL. 

L a  r e a c c i ó n  acrosomal  e n  e l  e s p e r m a t o z o i d e  de mamífero 
es un p r o c e s o  que i n c l u y e  la f u s i ó n  y v e s i c u l a c i ó n  de 
l a  membrana acrosomal- e x t e r n a  y la membrana p l a s m á t i c a  
que  la r e c u b r e .  E s t e  e v e n t o  es  t a n  e s e n c i a l  p a r a  la 
f e r t i l i z a c i ó n  como l a  m o v i l i d a d  e s p e r m á t i c a  adecuada ,ya  
que p e r m i t e  l a  s e c r e c i ó n  y / o  l i b e r a c i ó n  d e  l as  enzimas 

que se e n c u e n t r a n  t a n t o  en  la m a t r i z  ac rosomal  como unL 

d a s  a las  membranas 15 1, l o  c u a l  va a p e r m i t i r  a los 
espe rma tozo ides  p e n e t r a r  las d i f e r e n t e s  c a p a s  que r ecu -  

b r e n  a l  o v o c i t o  ( c m i i l u s  oophorus ,  c o r o n a  r a d i a t a  y zo- 
n a  p e l l u c i d a ) ,  a s í  como l a  membrana p l a s m á t i c a  d e  e s t a  
c é l u l a  (3 , 4  1 .  

Los e v e n t o s  que suceden d u r a n t e  l a  c a p a c i t a c i ó n  y que 
p a r t i c i p a n  e n  l a  f a c i l i t a c i ó n  de  l a  r e a c c i ó n  acrosomal  
en  l o s  mamíferos i n c l u y e n :  la p é r d i d a  de p r o t e í n a s  es -  
t a b i l i z a n t e s  de  l a  s u p e r f i c i e  d e l  e spe rma tozo ide  ); 

cambios e n  l a  f l u i d e z  membranal ( 1 8  1 y cambios u l p r a e s  - 

t r u c t u r a l e s  s u t i l e s  e n  l o s  componentes de  l a  membrana. 
La d i f e r e n c i a  más i m p o r t a n t e  e n t r e  l a  'I r e a c c i ó n  a c r o s o  - 
m a l "  e n  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  de  i n v e r t e b r a d o s  ( ? ?  y 

l a  r e a c c i ó n  acrosomal e n  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  de mamífe- 
ros es que  e s t a  Ú l t i m a  no i n c l u y e  l a  p roducc ión  de  un 

f i l a m e n t o  e longado d s  a c t i n a  ( p r o c e s o  a c r o s o m a l ) .  

L o s  e v e n t o s  m o r f o l ó g i c o s  c o n s i d e r a d o s  c a r a c t e r í s t i c o , ;  d c  

l a  r e a c c i ó n  ac rosomal  e n  e l  e spe rma tozo ide  de  maxí f t r n  

s e  han e s t u d i a d o  t a n t o  e n  humanos como e n  c o n e j c s ,  iqo(-~!c7 - 

res,  c e r d o s ,  e t c  (4,L 'O ) . E s t u d i o s  de  rnicroscopíLi c71t\c'-  
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trónica de transmisión indican que la reacción acroso- 
mal 'I verdadera I' en el espermatozoide es una fusión 
membranal progresiva y organizada, seguida de la vesicu 
lación en la que participan la membrana acrosomal e x t e r  

na y la membrana plasmática que recubre la cabeza espez 
mática y que tiene como consecuencia la liberación d e l  
contenido soluble del acrosoma ( 2,15 1 . 

- 

- 

Un criterio importante de microscopía electrónica para  

considerar la reacci6n acrosomal como " verdadera 'I es 
la fusión de la membrana acrosomal remanente con la mem 
brana plasmática en la región ecuatorial, conservándose 
así la continuidad de las membranas espermáticas (238). 
Este proceso de fusión y vesiculación se inicia en e l  

borde apical del acrosoma de l o s  espermatozoides. 

- 

Existen también reacciones acrosomales " falsas ' I ,  las 
cuales se observan en los espermatozoides muertos o en 
degeneración ( 2 1 .  En este caso, l o s  cambios membrana 
les suceden al azar. Utilizando un microscopio de luz, 
la pérdida total o parcial del acrosoma en espermatozoi 
des muy móviles se considera generalmente como represen 
tativa de una reacción acrosomal normal. En estudios 
con microscopía de luz puede observarse también un movi 
miento muy vigoroso del flagelo, denominado activación 
( 21 1 ; la presencia de un porcentaje elevado de reaccio 
nes acrosomales en espermatozoides móviles, simultánea- ' 

mente con un porcentaje elevado de activación, se consi 
dera generalmente cono una indicación de capacitación y 
reacción acrosomal fisiológica . 

- 

- 

- 

- 

- 
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In v i L t o ,  l a  r e a c c i ó n  ac rosomal  se ha  i n d u c i d o  mediante. 

e l  uso  de sistemas s i n c r ó n i c o s  o no s i n c r ó n i c o s  de  incu 
b a c i ó n ,  as?  como t ambién  medios químicamente d e f i n i d o s  

o a l o s  que se  añaden  f l u í d o s  b i o l ó g i c o s  como p o r  ej(-!m- 
p l o  l í q u i d o  f o l i c u l a r ,  s u e r o s  s a n g u í n e o s ,  e x t r a c t o s  de  

a d r e n a l e s ,  e t c .  ( 2 , 6  1 .  

- 

En los  sistemas de c a p a c i t a c i ó n  i~ v i t f i o  e x i s t e n  f a c t o -  
r e s ,  además d e  s u  composic ión  qu ímica ,  que i n f l u y e n  en 
e l  d e s a r r o l l o  de l a  r e a c c i ó n  ac rosomal ,  como p o r  ejem- 

p l o  e l  pH, l a  c a n t i d a d  de e spe rma tozo ides  u t i l i z a d a  e n  

l a  i n c u b a c i ó n ,  l a  p r e s i ó n  osmót i ca  d e l  medio y l a  tempe - 
r a t u r a  de  i n c u b a c i ó n  ( 2 2  1. 

A p e s a r  de  que  i n  v i v u  l a  r e a c c i ó n  ac rosomal  en  los es-  

pe rma tozo ides  d e  mamífero p u d i e r a  s e r  i n s t a n t á n e a ,  i n  
viiltka e x i s t e n  e v i d e n c i a s  que s u g i e r e n  que l a  r e a c c i ó n  
ac rosomal  t a r d c  de  3-6 minutos  e n  los espe rma tozo ides  

d e  cobayo (21 1 y 1 0 - 2 0  minutos  e n  l o s  e spe rma tozo ide r  
de  h a m s t e r  ( 2 3  1 ,  después  d e l  p e r í o d o  de c a p a c i t a c i ó n  

c o n s i d e r a d o  p a r a  cada  e s p e c i e .  Debido a l a  e v o l u c i ó n  

d e  los e s t u d i o s  de  e s t e  p r o c e s o ,  se ha p r o p u e s t o  que e l  

i n i c i a d o r  f i s i o l ó g i c o  p u d i e r a  s e r  desde  un iÓn i n o r g á n i  
co mono o d i v a l e n t e ,  h a s t a  a l g u n a  p r o t e í n a  p r e s e n t e  e n  

las s e c r e c i o n e s  d e  l a  r e g i ó n  ampular  d e  l a  trompa de 
f a l l o p i o ,  en  l a s  d i f e r e n t e s  c a p a s  que r e c u b r e n  a l  ovoc i  
t o  ( 2 , 2 1 ) ,  o b i e n  a l g u n a s  molécu la s  con l a s  c a r a c t e r í s t i  
cas y p r o p i e d a d e s  de los g l i c o s a m i n o g l i c a n o s  (24 1 .  

- 

- 

- 

Actua lmen te  se c o n s i d e r a  que es l a  a c c i ó n  c o n c e r t a d a  
d e l  microambiente  p e r i o v u l a t o r i o  de l a  t rompa de Tallo- 



10. 

i- +f , pio, como por ejemplo cationes y aniones ( N a  , K + ,  Ca 
Zn++ , Mg++ . C1- , PO4 1, prolactina y nucleótidos cí- 
clicos (GMPc/AMPc)y los componentes bioquímicos tanto de 
la matriz acrosomal como de las membranas correspondien- 
tes a esta entidad, el mecanismo que inicia y regula la 
reacción acrosomal en los espermatozoides de mamífero. 

-3 

PARTICIPACION DEL CALCIO Y OTROS CATIONES. 

Una de las similitudes que existe entre los eventos de 
la exocitosis en las células secretoras y la reacción 
acrosomal, tanto en los espermatozoides de mamífero co- 
mo en l o s  de invertebrados, es el requerimiento de la 
interacción membranal y el influjo de calcio. 

L o s  requerimientos de calcio para que se lleve a cabo 
la reacción acrosomal en los espermatozoides de inverte 
brado se conocen desde hace muchos años ( 2 1; sin em- 
bargo, no fue sino hasta el trabajo.de Yanagimachi y 
Usui ( 21 1 que se demostró que el calcio es esencial pa 
ra que suceda la reacción acrosomal in wii;ttro en los es- 
permatozoides de mamífero. En sus experimentos, la reac 
ciÓn acrosomal podía inducirse en pocos minutos en la 
mayoría de l o s  espermatozoides cuando se añadía calcio 
a espermatozoides de cobayo preincubados, en un medio 
libre de calcio conteniendo albhina. 
dores ( 2 5 , 2 6  ) han utilizado el ionóforo A23187 para 
demostrar la participación del calcio en la reacción 
acrosomal en los espermatozoides de cobayo y de hamster. 
El ionóforo A 2 3 1 8 7  facilita la permeabilidad de la mem- 

- 

- 

- 

Otros investiga- 
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brana espermática al calcio, por lo que la fijación de 
calcio parece ser necesaria para que suceda este fenóme - 
no. Posteriormente Rabcock y col. observaron que un PO - 
co antes o simultáneamente a la reacción acrosomal en 
el espermatozoide de cobayo existe una fijación de Ca 
( 27 1. 

En este contexto Yanagimachi y Usui ( 21) sugirieron va - 
rios mecanismos posibles por los cuales el Ca podría 
participar en la reacción acrosomal: a) neutralizando 
las cargas negativas en las membranas de tal manera que 
puedan unirse y fusionarse; b) que el calcio se una a 
los fosfolípidos de la membrana e induzca de alguna mane - 
ra cambios en la perneabilidad, lo que aumentaría el in - 
flujo de agua al acrosoma hinchándolo, por lo tanto 
aproximando las membranas; c )  actuando a través de un 
efecto sobre las enzimas espermáticas o bien regulando 
el ensamble y desensamble de proteínas contráctiles 
( 28 1. Todos estos efectos deben estar mediados a tra- . 

vés de una proteína reguladora de calcio, la calmoduli- 
na, cuya concentración es particularmente elevada en el 
acrosoma del espermatozoide de mamífero ( 2 9  1. 

++ 

Yanagimachi y Usui ( 21 1, han demostrado que el estron- 
cio, pero no el magnesio, pueden reemplazar al calcio 
en el medio como un estímulo para la inducción de la 
reacción acrosomal (el magnesio tiene un efecto inhibi- 
torio). A s í  mismo, Meize l  y L u i  ( 3 0  1 reportaron que 

la presencia de zinc en el medio de incubación inhibe 
la reacción acrosomal en el espermatozoide de hamster; 
sin embargo, Santos-Sacchi y Gordon demostraron que el 



1 2 .  

zinc tiene un efecto estimulador de la reacción acroso- 
mal cuando actúa sinérgicamente con el GMPc ( 31 1. 

P o r  otra parte, se ha señalado que los cationes monova- 
lentes, principalmente el H y el K tienen también una 
participación importante en la regulación de la reacción 
acrosomal ( 2 1 ,  así como también sustratos como el áci- 
do pirÚvico y el ácido láctico ( 32 1 ,  catecolaminas 
( 3 3  I: ,  hormonas esteroides ( 29 1, nucleótidos cícli- 
cos (34,351, etc. 

+ t 

El acrosoma en l o s  espermatozoides de mamífero ha sido 
comparado con un lisosoma o con un gránulo secretor de- 
bido a su origen, estructura y fisiología (2,151, p o r  
lo que no es sorprendente que acrosomas, lisosomas y 
gránulos secretores pl-iedan ser extraordinariamente simi 
lares, no solamente en sus características estructura- 
les, sino también en sus expresiones funcionales. 

- 

Uno de l o s  procesos que tienen en común estos organelos 
es la exocitosis, o un evento similar, ya que durante 
ia secreción exócrina en las células somáticas se lleva 
a cabo la fusión de la membrana del gránulo secretor 
con la membrana plasmática de la célula, seguido de la 
ruptura de las membranas fusionadas y la liberación del 
contenido del gránulo, mecanismo semejante al descrito 
para la reacción acrosomal; sólo que mientras que en la 
exocitosis de células secretoras la integridad membranal 
se restaura después del proceso secretorio, en la reac- 
ción acrosomal l as  membranas fusionadas se vesiculan y 
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se p i e r d e n  como p a r t e  d e l  p r o c e s o .  Otras s i m i l i t u d e s  
desc r i t a s  e n t r e  l o s  e v e n t o s  de l a  e x o c i t o s i s  y l a  reac- 

c i ó n  acrosomal  en  los mamíferos i n c l u y e n  e l  r e q u e r i m i e n  
t o  d e  c a l c i o  (4,151 y l a  d e s a p a r i c i ó n  de  p a r t í c u l a s  in- 
t ramembranales  t a n t o  e n  los s i t i o s  de e x o c i t o s i s  como 
e n  l a s  membranas ac rosomales  (8,151. 

- 

S e  ha s u g e r i d o  que e l  f u n c i o n a m i e n t o  de los g r á n u l o s  s e  
c r e t o r e s  y los l i s o s o m a s  e n  d i f e r e n t e s  t i p o s  de  c é l u l a s  
como los i s l o t e s  - 6  d e l  p á n c r e a s ,  l a s  g l á n d u l a s  submaxi 
l a r e s ,  l o s  m e l a n o c i t o s ,  las c é l u l a s  t i r o i d e a s  y de  l a  

g l á n d u l a  mamaria, los l e u c o c i t o s  p o l i m o r f o n u c l e a r e s ,  e t c .  

e s t á  r e g u l a d o ,  e n t r e  o t r o s  f a c t o r e s ,  med ian te  l a  i n t e -  
r acc iÓn  de  m i c r o t ú b u l o s  y m i c r o f i l a m e n t o s ,  l o s  c u a l e s  a 

s u  v e z  e s t á n  r e g u l a d o s  a t r a v é s  d e  cambios endógenos en 
l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  c a l c i o  y n u c l e ó t i d o s  c í c l i c o s  
(AMP y GMP) como r e s p u e s t a  a p r i m e r o s  mensa je ros  e s p e c í -  
f i c o s  ( 28 >.  

- 

- 

Por o t r a  p a r t e ,  d i f e r e n t e s  i n v e s t i g a d o r e s  (36,371han de- 

mos t r ado  que l o s  compuestos que m o d i f i c a n  l a  e s t r u c t u r a  
y / o  f u n c i o n a m i e n t o  de es tas  e n t i d a d e s  ( c o l c h i c i n a ,  v in -  
b l a s t i n a ,  v i n c r i s t i n a ,  c i t o c a l a s i n a s )  i n h i b e n  la l i b e r a  
ciÓn d e  los produc tos  p r o p i o s  de c a d a  t i p o  de c é l u l a .  

- 

En lo s  acrosomas de  i n v e r t e b r a d o s  se h a  d e s c r i t o  l a  p r e  
s e n c i a  t a n t o  de micro tÚbulos  como d e  p r o t e í n a s  p a r e c i -  
das  a a c t i n a  (19) y s e  h a  p r o p u e s t o  también  que p a r t i c i  
pan e n  l a  r e a c c i ó n  ac rosomal  y l a  i n t e r a c c i ó n  de los g- 
metos .  T i l n e y  y c o l a b o r a d o r e s  han e s t u d i a d o  de manera 
e x t e n s a  l a  p r e s e n c i a  c.e f i l a m e n t o s  de  a c t í n a  en l o s  p r g  

- 

- 
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cesos acrosomales de los espermatozoides de invertebra- 
dos marinos, así como también los mecanismos bioquími- 
cos que regulan la polimerización de esta actina duran- 
te la '' reacción acrosomal "(33-42). Además s e  ha suge- 
rido que el papel fisiológico de l o s  microtúbulos en la 
cabeza de l o s  espermatozoides puede estar relacionado 
con el mantenimiento de la forma del acrosoma ( 4 3 - 4 4 ) .  

Existen algunos reportes relacionados con la presencia 
tanto de actina como de microtúbulos en la cabeza del 
espermatozoide de mamífero (45-52). 
(45 describieron la presencia de estructuras pareci- 
das a microtúbulos en l o s  acrosomas de los espermatozoi- 
des de mamíferos, formados a partir de la condensación 
de la matriz acrosomal; Peterson y colaboradores han de- 
mostrado que en la región acrosomal de los espermatozoi- 
des de cerdo se forman estructuras parecidas a microtÚb1 
los y microfilamentos cuando sucede la vesiculación de 
las membranas plasmáticas de acrosomal externa ( 46-1, 
Clarke (47,481,Talbot ( 49 , Campanella ( 50 1, Flaherty 
( 51 1, Tamblyn ( 52 1, y sus grupos de colaboradores han 
reportado la presencia y localización de proteínas pare 
cidas a actina en espermatozoides humanos, de conejo, 
cerdo, hamster, ratón, etc., por medio de estudios de 
inmunofluorescencia u.tilizando antisueros anti-actina; 
sin embargo, existen muchas discrepancias en cuanto a la 
localización comparativa de esta proteína en los esperma 
tozoides principalmente en flagelos, región postacroso- 
mal y acrosoma debido a la diferente naturaleza y h e t e r o  

geneidad de los anticuerpos utilizados y a que es posi- 
ble que la actina en los espermatozoides de mamífero ex- 

Stambaugh y Smith 

- 

- 
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perimente cambios durante la capacitación y reacción 
acrosomal, de manera similar a lo que sucede en inverte 
brados. 

- 

Estas estructuras, microtGbulos y microfilamentos, no 
han sido caracterizadas e identificadas en los esperma- 
tozoides de mamífero posiblemente debido a su labilidad 
y a que se pierden durante el procesamiento de las mues 

tras para microscopla electrónica, así como también de- 
bido a que no se ha hecho un estudio detallado en rela- 
ción con la secuencia de eventos programados durante la 
reacción acrosomal fisiológica. 

- 

Debido a la relación estructural y funcional que existe 
entre el acrosoma en l o s  espermatozoides de mamífero y 
otros sistemas secretores en diferentes estirpes celula 
res, en donde el ensamble y desensamble de microtúbulos 
y microfilamentos regula l o s  procesos de secreción, se 
propone que en el acrosoma (membranas y matriz acroso- 
mal) de los espermatozoides de mamífero existen proteí- 
nas contráctiles como tubulina y actina, las cuales se 
ensamblan para' formar microtúbulos y microfilamentos, 
participando así en la dinámica de la reacción acrosomal 
y permitiendo la secreción y / o  liberación de las enzimas 
contenidas en esta entidad. 

- 
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OBJETIVOS 

1. Identificar la presencia de actina y tubulina en 
las estructuras acrosomales ( mem5ranac y matriz 
acrosomal ) .  

2.- Determinar cuantitativamente la presencia de tubu- 
lina en el acrosoma. 

3.- Determinar la participación de actina y tubulina 
en la dinámica de la reacción acrosomal del esper- 
matozoide de nazzffero. 



C A P I T U L O  I1 



TUBULINA. 

La tubulina es una proteína ácida con un punto isoeléc- 
trico de 5.2-5.4 ( 53 1 ,  que se ha aislado por diferen- 
tes métodos como dímeros con peso molecular de 115,000, 
denominados tubulina 6s. Estos dímeros pueden disociar - 
se a su vez utilizando condiciones desnaturalizantes en 
dos subunidades similares identificadas como alfa y be- 

ta-tubulina. 

El análisis de estas dos subunidades de la tubulina uti - 
lizando diferentes técnicas bioquímicas como electrofo- 
resis en geles de poliacrilamida, filtración en gel, 
análisis de secuencia de aminoácidos, etc., ha señalado 
que estas dos subunidades son químicamente diferentes, 
ya que por ejemplo la beta-tubulina tiene un peso mole- 
cular de 52,000 y la alfa-tubulina de 59,000, por lo 
que son separables bajo ciertas condiciones mediante 
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (do- 
decil sulfato de sodio) o bien isoelectroenfoque ( 59). 
La estequiometría de la a y la B-tubulina es aproximada - 
mente uno a uno ( 54 1 y su separación parece depender 
de su carga ( 53’). La composición de aminoácidos de 
las dos subunidades es similar, pero se han encontrado 
algunas diferencias en sus mapas peptídicos ( 55 1. 

La tubulina de l o s  cilios de TeXkahymem contiene en su 
estructura dos moles de guanin nucleótidos; igualmente, 
la tubulina de cerebm generalmente se aisla con una mo - 
lécula de GTP o GDP fuertemente unida y puede fijar 
otra molécula de GTP (567, por l o  que puede decirse q u e  
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e x i s t e n  dos s i t i o s  (E,N) c l c  f i j a c i ó n  pa ra  guanin nucleó 
t i d o s  por dímero Ce t ubu l i r i a ;  e l  in te rcambio  con GTP li 

b r e  se  l l e v a  a cabo más 13kíI’idamente e n  uno de e l l o s  (si 
t i o  E )  ( 53 ) .  L a  f i j ac i61 i  en e l  s i t i o  E es s u f i c i e n t e -  

- 
- 

mente l e n t a  pa ra  s u g e r i r  i lue en e s t e  proceso es tá  invo- 
luc rado  un cambio conforiii,icional y se ha suge r ido  que  
e l  GTP unido pro tege  a L i  t u b u l i n a  de l a  d e s n a t u r a l i z a -  
c i ó n  ( 57 ) .  

E l  a n á l i s i s  e lementa l  i n d i c a  que las preparac iones  de 
t u b u l i n a  de cerebro  c o n t i e n e n  por  l o  menos una molécula 
de magnesio f u e r t m e n t e  unida  por  cada molécula d e l  dí-  

mero de  t u b u l i n a ,  e s t a  p r o t e í n a  posee también la c a p a c l  
dad de  u n i r  o t r o s  c a t i o n e s  d i v a l e n t e s  como e l  C a  , s i n  
embargo, l a  concent rac ión  d e  c a l c i o  unido es 4 Ó 5 veces 

menor que la de magnesio(V8).  

+ +  

E s  impor t an te  señclar. que s e  ha demostrado que e l  cal-  
c i o  en concent rac iones  micromolares i n h i b e  e l  ensamble 
de l a  t u b u l i n a  en ex2rac tos  crudos (28-591, proponiéndo- 
se que s u  e f e c t o  en el ensamble de micro túbulos  e s t á  r e  
gulado a t r a v é s  de  un componente bioquímico de l a  célu- 
la  que une a e s t e  c a t i ó n  d i v a l e n t e  con g ran  a f i n i d a d ,  

l a  calmodulina ( E ?  ) .  

- 

E x i s t e n  d i f e r e n t e s  moléculas  n a t u r a l e s  que se f i j a n  a 
l a  t u b u l i n a  e i n t s r f i e r e n  con s u  func ión .  Algunas de 
e l las  t i e n e n  a p l i c s c i ó n  t e r a p é u t i c a  como i n h i b i d o r e s  de 

l a  m i t o s i s  como pcr- ejemplo l a  c o l c h i c i n a ,  que s e  une 
e s p e c í f i c a ,  l e n t a  ? i r r e v e r s i b l e m e n t e  a la t u b u l i n a  6s 

mol a m o l ,  y b l o q w a  e l  ensamble de l o s  micro túbulos .  
( 3 6  1. 
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L a  t u b u l i n a  puede u n i r  también  o t r o s  a l c a l o i d e s  a n t i m i -  

t ó t i c o s  como l a  v i n b l a s t i n a ,  l a  v i n c r i s t i n a  (36 1 y la 
p o d o f i l o t o x i n a  ( 3 6  1 ;  l a  a d i c i ó n  d e  a l c a l o i d e s  v i n c a  
( v i n b l a s t i n a ,  v i n c r i s t i n a  y d e s a c e t i l v i n b l a s t i n a )  a l a  

t u b u l i n a  t a n t o  i n  wiXi:tro (61 1 como e n  c é l u l a s  m e t a b ó l i -  

camente a c t i v a s  ( 62 >,  i n d u c e  l a  fo rmac ión  de pa ra -  

cr is ta les  á c i d o s  de  e s t e  comple jo .  

Las e v i d e n c i a s  a c t u a l e s  i n d i c a n  que los m i c r o t ú b u l o s  s e  

forman a p a r t i r  d e  una poza d e  t u b u l i n a  p r e s i n t e t i z a d a ,  
y s e  ha  s u g e r i d o  que en  cada  t i p o  d e  c é l u l a s  ex is ten  se 
ñ a l e s  b ioqu ímicas  e s p e c í f i c a s  que  son l a s  r e s p o n s a b l e s  

de  que  s e  l l e v e  a cabo e l  p r o c e s o  d e  ensamble de  l a  til- 
b u l i n a ;  s e ñ a l e s  que p a r e c e n  ser d i f e r e n t e s  dependiendo 
d e  l a s  c o n d i c i o n e s  f i s i o l ó g i c a s  d e  l a  c é l u l a  (28,59,63 1 .  
También se h a  s e ñ a l a d o  que  se  r e q u i e r e n  o t r a s  m o l é c u l a s  
como las  p r o t e í n a s  a s o c i a d a s  o a c c e s o r i a s  a los m i c r o t ú  
b u l o s  (MAPS) ( 64 1 p a r a  que estos p r o c e s o s  se  l l e v e n  a 
c a b o .  

- 

- 

Por o t r a  p a r t e ,  v a r i o s  r e p o r t e s  han  demost rado  que en 
p r e s e n c i a  de  c o n c e n t r a c i o n e s  e l e v a d a s  de magnesio o d i -  

m e t i l s u l f ó x i d o  ( D M S O )  y o t r a s  c o n d i c i o n e s  no f i s i o l ó g i -  
cas pueden o b t e n e r s e  una g r a n  v a r i e d a d  d e  e s t r u c t u r a s  

p o l i m ó r f i c a s  t a l e s  corno a n i l l o s  d o b l e s ,  e n r e j a d o s ,  lis- 
t o n e s ,  e tc  ( 64,65,66 ) .  El c o b a l t o  y e l  z i n c  también  
f a c i l i t a n  e l  ensamble de l o s  m i c r o t ú b u l o s ,  p e r o  general - 
mente inducen  l a  formación  de  v a r i o s  t i p o s  de  es tas  es- 

t r u c t u r a s  p o l i m ó r f i c a c  ( 6 7  ) , como p o r  e jemplo  hoi ; is  

y l i s t o n e s  c o n t e n i e n d o  c a n t i d a d e s  v a r i a b l e s  d e  protofi- 
l a m e n t o s .  
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MICROTUBULOS. 

Los m i c r o t ú b u l o s  son  o r g a n e l o s  s u b c e l u l a r e s  aproximada- 

mente d e  2 4 0 - 2 5 0  A de d i á m e t r o  e x t e r n o  y 1 3 0 - 1 5 0  A d e  

d i á m e t r o  i n t e r n o  q u e  se e n c u e n t r a n  p r á c t i c a m e n t e  en to- 
das  las  c é l u l a s  e u c a r i ó n t i c a s  ( 5 3 , 5 4 , 6 5  ) .  

O O 

S e  h a  s e ñ a l a d o  que su e s t r u c t u r a  g e n e r a l  es tá  formada 
p o r  13-15 p r o t o f i l a m e n t o s  a s o c i a d o s  l a t e r a l m e n t e ,  l o s  

I, 

c u a l e s  poseen  un d i á m e t r o  d e  aproximadamente 4 0 - 5 0  A y 

e s t á n  formados a s u  vez por  2 subun idades  g l o b u l a r e s  
( 5 3 , 5 4 , 6 5  >.  

Estas e s t r u c t u r a s  han s i d o  i m p l i c a d a s  e n  una g r a n  v a r í e  
dad d e  f u n c i o n e s  c e l u l a r e s ,  t a l e s  como m o v i l i d a d  ( a  tra 
vés de  c i l i o s  y f l a g e l o s ) ,  t r a n s p o r t e ,  d i v i s i ó n  c e l u l a r  
( e n  e l  huso m i t ó t i c o ) ,  f l u j o  a x o p l a s m á t i c o ,  s e c r e c i ó n  

d e  enz imas ,  p r o t e í n a s  y hormonas,  func ionamien to  m e m b r a  

n a l ,  forma c e l u l a r ,  e t c . ,  y pueden c l a s i f i ca r se  e n  dos  
c a t e g o r í a s  g e n e r a l e s :  e s t ab1e . s  y l á b i l e s  . 

- 
- 

- 

Los m i c r o t 6 b u l o s  que se  e n c u e n t r a n  en  l o s  axones  y las 
d e n d r i t a s  d e l  sistema n e r v i o s o  c e n t r a l ,  e n  e l  huso  mitó 

** .) .- t i c0  de las c é l u l a s  en d i v i s i ó n  y en  e l  c i t o p l a s m a  t a n -  
t o  d e  c é l u l a s  an ima les  como v e g e t a l e s  co r re sponden  a la 
c a t e g o r í a  d e  l á b i l e s .  E s t e  t i p o  d e  m i c r o t ú b u l o s  puede 
d e s p o l i m e r i z a r s e  o romperse p o r  a g e n t e s  químicos  t a l e s  

como l a  c o l c h i c i n a ,  a l c a l o i d e s  v i n c a ,  p o d o f i l o t o x i n a ,  o 
b i e n  con b a j a  t e m p e r a t u r a  o p r e s i ó n  h i d r o s t á t i c a  a l t a  

( 5 4 ) .  Además, no pueden aislarse intactos de l a s  cclii- 

las d e b i d o  a que e s t á n  en  un e s t a d o  de  e q u i l i b r i o  d i n < ? -  

- 
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m i c o  con l a  t u b u l i n a  s o l u b l e  c i t o p l a s m á t i c a  y l a  c é l u l a  
c o n t r o l a  l a  a s o c i a c i ó n  y d i s o c i a c i ó n  de las subun idades  

dependiendo d e  s u s  n e c e s i d a d e s  f i s i o l ó g i c a s .  

Por e l  c o n t r a r i o ,  l o s  m i c r o t ú b u l o s  e s t a b l e s ,  como l o s  

que se e n c u e n t r a n  e n  l o s  c i l i o s  y f l a g e l o s ,  no p a r e c e n  
es tar  en  e q u i l i b r i o  con l a  t u b u l i n a  s o l u b l e .  Pueden 
a is larse  como e s t r u c t c r a s  i n t a c t a s ,  no  s e  d e s p o l i n e r i -  

zan a b a j a  t e m p e r a t u r a  o con p r e s i ó n  y no s e  d i s o c i a n  
p o r  l o s  c o n p u e s t o s  químicos  que d e s t r u y e n  l o s  micro-tú- 

b u l o s  l á b i l e s  . 

A p e s a r  d e  que l o s  m i c r o t ú b u l o s  d i f i e r e n  en  s u  e s t a b i l i  
dad y en  s u  f u n c i ó n ,  ambos t i p o s  son  s imilares  t a n t o  

química  como e s t r u c t u r a l m e n t e !  6 5  1 .  

- 

Bioquímicamente ,  l o s  rn i c ro túbu los  e s t á n  formados p r i n c i  
pa lmente  de  subun idades  d i m é r i c a s  d e  t u b u l i n a  6s ( 5 3  1 .  
Estas subun idades  se i=econocen como a l f a -  y b e t a - t u b u l i  

n a s .  Además, como y a  s e  mencionó p a r a  que  se  l l e v e  a 
cabo  e l  ensamble de  los m i c r o t ú b u l o s  t a n t o  en c é l u l a s  
m e t a b ó l i c a m e n t e  a c t i v a s  como i n  v b z k a  se r e q u i e r e  d e  l a  

p r e s e n c i a  d e  p r o t e í n a s  a c c e s o r i a s  denominadas MAPs (n i -  
c r o t u b u l e  a s s o c i a t e d  p r o t e i n s ) ,  y a  que d i f e r e n t e s  i n v e s  
t i g a d o r e s  han demostrado que l a  t u b u l i n a  6s es i n c a p a z  
de  ensambla r se  i n  wbtka cuando carece d e  MAPs y que con 

l a s  MAPS de  a l t o  peso  rnolecular  las  que p r i n c i p a l m e n t e  
f a c i l i t a n  e l  ensamble ( 64 1. L a  r e l a c i ó n  d e  masa mini- 
m a  p a r a  que  s e  e fec túe  e l  ensamble  es 0 . 3 : l . O  (MAP: t u -  

b u l i n a  6 s )  ( 68 > ;  a l  aumentarse  e s t a  p r o p o r c i ó n  se i n -  

c r emen ta  l a  v e l o c i d a d  de  ensamble .  

- 

- 

‘ 8  
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Además d e  l a  p a r t i c i p a c i ó n  d e  l a s  MAPS en  e l  ensamble 

d e  l o s  mic ro tÚbu los  i n  W ~ O L U ,  se  h a  p o s t u l a d o  que  una 

p r o t e í n a  denominada " t a u " ,  con p e s o  m o l e c u l a r  d e  60-  

7 0 , 0 0 0 ,  se n e c e s i t a  p a r a  l a  i n i c i a c i ó n  y e l o n g a c i ó n  de  
l o s  mic ro t f ibu los  ( 6 4 - 6 9 1 ,  p o s i b l e m e n t e  e s t a b i l i z a n d o  

las  u n i o n e s  i n t e r s u b u n i d a d .  

ACT I N A  . 

L a  a c t i n a  es l a  p r o t e í n a  c o n t r á c t i l  c i t o p i a s m á t i c a  más 
c a r a c t e r i z a d a ,  es e l  p r i n c i p a l  componente de los f i l a -  

mentos d e l g a d o s  ( m i c r o f i l a m e n t o s )  y es una p r o t e í n a  de  
una sola cadena  que c o n t i e n e  376 r e s i d u o s  d e  aminoáci-  

dos  ( 7 0 ) .  D e  acue rdo  con e s t o s  d a t o s  su p e s o  m o l e c u l a r  
es  d e  42,300,  que i n c l u y e  una molécu la  d e  ATP y una d e  
ca l c io  i ó n i c o  como grupos  p r o s t é t i c o s .  

L a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  a n t i n a  v a r í a  e n t r e  los d i f e r e n t e s  

t i p o s  de células ,  p e r o  s i empre  es una d e  las  p r o t e í n a s  
m á s  a b u n d a n t e s .  En l a  mayor ía  d e  las  c é l u l a s ,  l a  a c t i -  
na c o r r e s p o n d e  aproximadamente a l  1-5% d e  l a  p r o t e í n a  
t o t a l  y é s t a  puede s e r  h a s t a  de  2 0 - 3 0 %  e n  c é l u l a s  como 
las  amibas y l a s  p l aq i i e t a s  (70-71). Una g r a n  propor-  
c i ó n  de  e s t a  p r o t e í n a  se e n c u e n t r a  como p r o t e í n a  e s t r u c  
t u r a l  e n  l as  c é l u l a s  no m u s c u l a r e s .  

- 

L a  a c t i n a  f u e  e x t r a í d a  y c a r a c t e r i z a d a  p o r  p r imera  v e z  
a p a r t i r  d e l  plasmodium d e l  hongo Phy4a'i-um yaLyhephaBum 
( 7 2  1. Desde e n t o n c e s ,  l a  p r e s e n c i a  de a c t i n a  ha s i d o  
demost rada  en casi  todos  l o s  t i p o s  de c é l u l a s ,  t a n t o  
a n i m a l e s  como v e g e t a l e s  y a c t u a l m e n t e  se  conocen l a s  s e  - 
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c u e n c i a s  d e  aminoác idos  de  las  a c t i n a s  de  casi t o d a s  
las  ramas d e l  árbol f l l o g e n é t i c o  ( 7 0 , 7 3  1 .  Aproximada 
mente e l  9 5 %  de los r e s i d u o s  s o n  i d é n t i c o s  e n  las  ac t< -  

n a s  muscu la r  y c i t o p l a s m á t i c a ,  l o  que  demues t r a  que  l a  
e s t r u c t u r a  y f u n c i ó n  cle esta p r o t e í n a  se han  p r e s e r v a d o  
a t r a v é s  d e  l a  f i l o g é n e s i s  de  los e u c a r i o n t e s ;  s i n  em- 
ba rgo ,  como grupo t o d a s  las  a c t i n a s  c i t o p l a s m á t i c a s  son  
más similares e n t r e  s í  que  con l a  a c t i n a  muscu la r .  

Todas l a s  a c t i n a s  son  c a p a c e s  de u n i r  m i o s i n a  r e v e r s i -  

e n  l a  m i o s i n a  ( 7 0 , 7 2  > .  En p r e s e n c i a  de  ATP y sales  e n  
c o n c e n t r a c i o n e s  f i s i o l b g i c a s ,  e l  monómero de l a  a c t i n a ,  
a c t i n a - G ,  se au toensambla  o p o l i m e r i z a  espontáneamente  
p a r a  fo rmar  f i l a m e n t o s  ( a c t i n a - F ) .  Este p r o c e s o  con- 
v i e r t e  una mol de ATP ( p o r  cada a c t i n a - G )  a ADP e l  c u a l  
permanece u n i d o  ( 2 8 , 7 2  >. E s t a  p o l i m e r i z a c i ó n  i n c l u y e  
3 e t a p a s  p r i n c i p a l e s :  : io>. v a r i o s  monómeros se unen 
p a r a  fo rmar  un o l igómero ,  lo c u a l  o r i g i n a  un n ú c l e o ;  
2 0 ) .  los monómeros r áp idamen te  se  añaden  a l  n ú c l e o  pa- 
ra e l o n g a r  e l  f i l a m e n t o ,  es te  f i l a m e n t o  ?rece e n  ambas 
d i r e c c i o n e s  ' I ~ M  ui i t tLotl ,  p r e f e r e n t e m e n t e  hacia e l  e x t r e -  
m o  "barbado" ;  3 0 ) .  se  forma un f i l a m e n t o  l a r g o  po r  l a  
unión  de 2 f i l a m e n t o s  extremo con  ex t remo ( 7 2  1. 

blemente  y e n  p r e s e n c i a  de ATP a c t i v a n  a l a  Mg ++ -ATPasa 

Una c ie r ta  c a n t i d a d  de a c t i n a - G  s i e m p r e  c o e x i s t e  con l a  

a c t i n a - F  e n  e1 medio y las a c t i n a s  G- y F- e s t á n  e n  
e q u i l i b r i o  d inámico  formando f i l a m e n t o s  t r a n s i t o r i o s ,  
l o c a l i z a d o s  p o r  e jemplo ern l o s  pseudópodos de l a s  c é l u -  
las m ó v i l e s ,  e n  e l  a n i l l o  c o n t r á c t i l  de l a s  c é l u l a s  e n  
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división y en las regiones con fagocitosis activa ( 28, 
5 4 , 7 4  >, así como microfilamentos más permanentes e n  re 
giones especializadas como las microvellosidades intec- 
tinales ( 72 >.  Se ha señalado también la presencia de 
una poza de actina no polimerizada que se transforma rá - 
pidamente en actina-f cuando y donde se necesita, como 
por ejemplo en l o s  espermatozoides de T h y o n e  en donde 
se polimeriza para formar el conjunto de microfilamen- 
tos del proceso acrosomal ( 40,41 >.  

- 

Por otra parte, se ha señalado que las células deben te 
ner mecanismos que especifican el número, los sitios de 
ensamble y el tamaño de sus filamentos de actina, ade- 
más de tener el mecanismo para regular la interacción 
de l o s  filamentos entre s í ,  con las  membranas y con 
otras estructuras celulares como los microtúbulos ( 7 2 ) .  

- 

El equilibrio dinámico entre la actina polimerizada y 
la no polimerizada en la célula está regulado no sólo 
por factores que interaccionan con la actina-G para man 
tenerla no polimerizada, sino también por una gran can- 
tidad de proteínas accesorias ( 75 > .  Estas proteínas 
actúan en l o s  procesos biológicos regulando el ensamble 
de  actina por ejemplo, recientemente se ha aislado una 
proteína que se une a la actina-G y evita la formación 
de actina-F ( 2 8 , 7 8  1. Esta proteína, llamada profilina, 
es una proteína básica de bajo peso molecular (16,000) 
que forma un complejo 1: 1 con la actina-G. Otra proteí 
na que se une a actina ha sido caracterizada de músculo 
esquelético y macrófagos. Esta proteína denominada fi- 

- 

- 
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lamina (p .m.  2 x 2 5 0 , 0 0 0 )  forma un conglomerado f i lamen 
t o s o  y g e l a t i n o s o  con lo s  f i l a m e n t o s  de a c t i n a - F  ( 2 8  > ,  
e i n h i b e  l a  ac t ivac i6 ,n  de la A T P a s a  de l a  miosina por 

l a  a c t i n a  ( 7 5 , 7 6  1 .  Ot ros  ejemplos de estas p r o t e í n a s  
son l a  fragmina,  a i s l a d a  d e l  plasmodium d e l  Phydattum y 

l a  s e v e r i n a ,  a i s l a d a  d e l  moho D,LcXyoaXeL,Lurn;los f a c t o -  

res  de g e l i f i c a c i ó n  como l a  g e l s o l i n a  de los macrófagos 
y las  p r o t e í n a s  que i n t e r a c c i o n a n  con los f i l amen tos  y 
e s t a b i l i z a n  a l a  ac t ina -F ,  como l a  B-ac t in ina  ( 28,72, 

7 5  1 .  

- 

Aún a n t e s  de que se  i n i c i a r a n  las  i n v e s t i g a c i o n e s  e n  r e  

l a c i ó n  a l a  i n t e r a c c i ó n  mios ina -ac t iva  c i t o p l a s m á t i c a ,  
ya se hab ía  demostrado que la concen t r ac ión  de c a l c i o  
l i b r e  c o n t r o l a b a  la c o n t r a c c i ó n  c i t o p l a s m á t i c a  y los m o  
vimientos  que se l l e v a n  a cabo en e l  c i top la sma  ( 2 8  > .  
Actualmente, se ha encontrado que las d i f e r e n t e s  acc io -  
nes de la  a c t i n a  en  una c é l u l a  e s t á n  r egu ladas  por  ca l -  
c i o  y que l a  concen t r ac ión  c r í t i c a  de e s t e  c a t i ó n  d iva-  
l e n t e  para que e s t o s  procesos se l l e v e n  a cabo es tá  e n  
e l  rango micromolar.  

concent rac ión  de c a l c i o  en unas c é l u l a s  así como los 
e f e c t o s  que és te  e j e r c e n  e n  m ú l t i p l e s  procesos  b ioquí -  
micos,  incluyendo l a  r e g u l a c i ó n  de a c t i n a  e s t á n  r egu la -  

dos por l a  calmodulina ( 2 8 , 7 2  >. 

- 

- 

Se ha demostrado también que l a  

MICROFILAMENTOS. 

L o s  microf i lamentos  son e s t r u c t u r a s  l a r g a s  y f i n a s  q u c  

se l o c a l i z a n  a s o c i a d a s  o i n c l u í d a s  a la membrana p1a:srrin - 
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t i c a  en t o d a s  las e s t i r p e s  c e l u l a r e s :  e s t á n  d i s t r i b u i -  
dos ( a menudo en forma p a r a l e l a )  en l a  r e g i 6 n  i n t e r i o r  
de l a  membrana plasniát ica  y pueden ex tende r se  como m i -  

c r o v e l l o s i d a d e s  y micrópodos ( 2 8  ) .  L a  d i s t r i b u c i ó n  
( t a n t o  en dens idad  como en complej idad)  de l o s  m i c r o f i  
lamentos v a r í a  de c é l u l a  a c é l u l a  y generalmente r e f l g  
j a  l a s  c a r a c t e r í s t i c a s  f í s i c a s  de l a  c é l u l a  o un e s t a d o  
f i s i o l ó g i c o  p a r t i c u l a r .  

- 

Los pseudópodos, mic rove l los idades ,  microespinas ,  e t c . ,  
e s t á n  formados casi  exclusivamente por  mic ro f i l amen tos ;  
a s í  mismo, los microfi lamentos han s i d o  r e l ac ionados  
con d i f e r e n t e s  procesos f i s i o l ó g i c o s  en l a s  cé lu l a s  , co 
mo por ejemplo l a  f a g o c i t o s i s ,  f u s i ó n  de l isosomas 
y vacuolas  d i g e s t i v a s  con l a  membrana p l a smá t i ca ,  con- 
t r a c c i ó n  de vacuolas. ,  c o n t r a c c i ó n  c e l u l a r ,  m i t o s i s ,  c i -  
t o c i n e s i s  ( 2 8 , 7 0  , 7  2 
r eacc ión  acrosomal  en l o s  espermatozides  de i n v e r t e b r a -  

y de manera impor tan te  con l a  

dos ( 19738 > .  
O 

Estos organelos  t i e n e n  un diámetro de 4 0 - 6 0  A y e s t á n  
formados por una doble  hé l i ce  de moléculas  más o menos 
g l o b u l a r e s  de a c t i n a  o una p r o t e í n a  muy s imi l a r  a e l l a ,  
que puede d e t e c t a r s e  p o r  a n t i c u e r p o s  c o n t r a  a c t i n a  y d e  

co rac ión  con meromiosina pesada (28,70,72 > .  
- 

L a  mios ina ,  cuando s e  t r a t a  con una p r o t e o l i s i s  suave ,  
s e  rompe en l a  r eg ión  f l e x i b l e  d e l  p o l i p é p t i d o  que sepa  
ra l a  p i e z a  de l a  cabeza (meromios ina  pesada)  d e l  frag- 

mento largo ( 28 1. E s t a  meromiosina pesada se une ecpc  - 

c í f i camen te  a l a  a c t i n a ,  formando complejos po la r i zados  

- 
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en forma de cabeza de flecha (microfilamentos "decora- 
dos" con miosina), lo cual ha servido para determinar 
la similitud entre la actina muscular y las proteínas 
de l o s  microfilamentos, así como la polaridad de estas 
estructuras, su extremo de elongación y despolimeriza- 
ciÓn y la dirección de la contracción de la proteína. 

Se ha reportado también que otras proteínas como la mio 
sins, la tropomiosina, la troponina-T y la alfa-actini- 
na parecen estar asociadas con estos filamentos ( 77 1. 

- 

In v i X t . r ~ o ,  la elongación de un filamento se lleva a cabo 
en ambos extremos, por lo que el crecimiento es doble, 
pero l o s  monómeros se adicionan más rápido en un extre- 
mo que en otro ( 78 l .  Ambos extremos han sido identi- 
ficados por decoraci6n con fragmentos de miosina y el 
extremo "barbado" es el preferido para el ensamble en 
relación con el extremo "apuntado'' ( 79 1.  Se ha pro- 
puesto que debido a que l o s  filamentos de actina son 
polares cada extremo debe poseer un equilibrio diferen- 
te, de tal manera que en condiciones de equilibrio poli 
merización-despolimerización, podría haber un flujo de 
monómeros a través del polímero. Este flujo conocido 
como 'It r e a dmi 1 1 in g I' o " p o 1 i mer i z ac i Ó n cab e z a - c o 1 a '' ocurre 
en presencia de un exceso de ATP y requiere que las con 

centraciones críticas en ambos extremos del filamento 
sean diferentes ( 7 8 , 8 0  1. Más recientemente, se ha de- 
mostrado que el intercambio de subunidades es dependien 
te de la concentración y tipo de l o s  cationes presentes 
( 81 ) y que la céluh posee la capacidad de modificar 

- 

- 

- 
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la velocidad del f l u j o ,  es decir, aumentarlo cuando se 
necesita un intercam.bio rápido o bien disminuirlo y por 
lo tanto limitar el flujo. 

El número total de filamentos de actina en una célula 
probablemente está determinado p o r  la concentración de 

actina accesible p a r 3  polimerizarse ya que una parte p g  

rece estar secuestrada. P o r  ejemplo, en l o s  espermato- 
zoides de invertebrados existe una reserva de actina 
acoplada con otras ?:?oteínas, almacenada para polimeri- 
zarse durante la reacción acrosomal ( 19 1. P o r  o t r a  
parte, en otras céiu:las como ya se mencionó, una gran 
cantidad de actina está unida a la profilina, proteína 
que inhibe la nucleación para la polimerización de la 
actina. 

A partir de estudios de microscopía electrónica se ha 
observado que algunos, filamentos de actina crecen a par 
tir de sitios de nucl.eaciÓn identificables morfológica- 
mente. Por ejemplo, en l o s  espermatozoides de inverte- 
brados, el filamento de actina en el proceso acrosomal 
crece en dirección del extremo "barbado" a partir de 
una estructura denominada el actómero ( 40 1. Los com- 
ponentes moleculares de ésta y otras estructuras de nu- 
cleación no se conocen, a excepción de la proteína " cu 
bridora I' de la amiba y la villina de las células epi- 
teliales del intestino. 

- 

- 
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MATERIAL B I O L O G I C O .  

C o m o  modelo e x p e r i m e n t a l  se  u t i l i z a r o n  cobayos macho, 
cepa  H a r t l e y  a d u l t o s  de 8 - 1 0  meses de edad, f é r t i l e s ,  
los c u a l e s  f u e r o n  donados p o r  e l  B i o t e r i o  C e n t r a l  d e l  
I n s t i t u t o  d e  H i g i e n e  de l a  S . S . A .  Los a n i m a l e s  s e  man- 
t u v i e r o n  e n  e l  B i o t e ~ i o  C e n t r a l  d e l  C.M.N. con un f o t o -  
pe r íodo  1 2 : 1 2 ,  a una t e m p e r a t u r a  de 2 2  + l 0 C  y con agua  
y p u r i n a  ad L i b i X t u r n .  

- 

O B T E N C I O N  DE ESPERMATOZOIDES . 

Los cobayos s e  s a c r i f ’ i c a r o n  p o r  d i s l o c a c i ó n  c e r v i c a l  y 
l o s  ep id íd imos  s e  o b t u v i e r o n  q u i r ú r g i c a m e n t e ,  co locándo 
los inmedia tamente  en. una caja P e t r i  con s o l u c i ó n  de 

N a C l  0 . 9 %  con l a  f i n a l i d a d  de e l i m i n a r  l a  contaminac ión  
con s a n g r e ,  l i g á n d o s e  p o s t e r i o r m e n t e  los conductos  d e f e  
r e n t e s  en s u  p o r c i e n  d i s t a l  a s í  como l a  p o r c i ó n  d i s t a l  

de las caudas  de l o s  ep id íd imos .  

- 

- 

Las caudas  se c o l o c a r o n  e n  t u b o s  de v i d r i o  s i l i c o n i z a -  
dos que  c o n t e n í a n  5 m l  de  NaC1-P04 O.154M pH 7 . 4  a 3 7 O C  

i n s t i l á n d o s e  2 m l  de  es ta  s o l u c i ó n  a t r a v é s  d e  l o s  con 
duc tos  d e f e r e n t e s  y secc ionando l a  p o r c i ó n  d i s t a l  de 
l as  caudas .  L a  suspeinsión c e l u l a r  o b t e n i d a  s e  h i z o  pa- 

sar por una columna ( j ? ipe t a  P a s t e u r )  e n  l a  que se empa- 
c a r o n  laxamente  30 mg de f i b r a  de v i d r i o  p rev iamen te  l a  

vada con HC1 2 N  y H 2 0  d e s i o n i z a d a  h a s t a  t e n e r  e l  pH d e l  
agua.  L a  f i b r a  de v i d r i o  y a  empacada s e  l a v ó  3 veces  
con 1 0  m l  d e  s o l u c i ó n  f o s f a t o - s a l i n a  pH 7 . 4 .  Todo ésto 

- 

- 

090355 
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se r e a l i z ó  con l a  f i n a l i d a d  de s e p a r a r  l as  cé lu l a s  via- 
b les  de las no viabl-os y a s í  ob tene r  una poblac ión  más 
homogénea de c é l u l a s  ( 8 2  ) . 

Con e l  o b j e t o  de l a v a r  y concen t r a r  l o s  espermatozoides,  
l a  suspensión c e l u l a r  ob ten ida  después de  pasar por  l a  

columna se  c e n t r i f u g ó  2 veces a 300 xg por  7 minutos a 

3 2 - 3 S o C ,  resuspendiendo l a s  c é l u l a s  con e l  Medio Capacx  

t a n t e  Mínimo ( M C M )  propuesto por  Barros  y c o l  ( 8 3  1 
s i n  c a l c i o ,  Las cé lu las  se  contaron  u t i l i z a n d o  una cá- 
mara de Neubauer y s e  a j u s t ó  l a  concen t r ac ión  c e l u l a r  
por d i l u c i ó n  a l o 8  c$ lu l a s /ml .  

OBTENCION DE F R A C C I O N  E N R I Q U E C I D A  DE ACROSOMAS. 

Las c é l u l a s  obten idas  de l a  manera a n t e s  d e s c r i t a  s e  s o  

met ie ron  a homogeneización suave ,  u t i l i z a n d o  un homoge- 
ne izador  Potter-Elve-jhem con émbolo de t e f l ó n .  L a  homo 
geneizac ión  se l l e v ó  a cabo du ran te  un minuto a una i n -  
t e n s i d a d  de " 3 " .  Poster iormente  l a  suspens ión  s e  a g i t ó  
en un v o r t e x  durante  3 minutos a una i n t e n s i d a d  d e  "1" 
y 30 segundos a una i n t e n s i d a d  de "lo", comprobándose 
con un microscopio de c o n t r a s t e  d e  fases y microscopía  
e l e c t r ó n i c a  e l  desprendimiento de lo s  acrosomas. T a n t o  

e l  procedimiento de l a  homogeneización como l a  agi ta-  
c ión  se e f e c t u ó  en un baño de h i e l o  a 4 O C .  

- 

- 

Con l a  f i n a l i d a d  de e l i m i n a r  los espermatozoides  ya  li- 

bres  de  acrosoma, l a  suspensión ob ten ida  se c e n t r i f u g ó  
a 1 0 0 0  xg duran te  20 minutos a 4 O C .  En e l  sobrenadante  
de l a  c e n t r i f u g a c i ó n  se  o b t i e n e  l o  que s e  denominó frac - 
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ciÓn e n r i q u e r i d a  de  acrosomas ,  formada p o r  membranas 
acrosornales  y m a t r i z  ac rosomal .  

. L a  p u r e z a  d e  es ta  f r a c c i ó n  se  v e r i f i c ó  mediante  micros-  

c o p l a  e l e c t r ó n i c a  y b ioquímicamente  m e d i a n t e  l a  valora- 
c i ó n  d e  a c t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s  c o n s i d e r a d a s  marcadoras  

de  membrana y d e  m a t r i z  acrosomal :  5 ’  N u c l e o t i d a s a  y 

N a  , K -ATPasa  p a r a  membrana ( 84 1 y A c r o s i n a  e Hia lu rc i  

n i d a s a  p a r a  m a t r i z  ac rosomal  ( 8 5 , 8 6  1. 

+ + 
- 

OBTENCION DE MATRIZ ACROSOMAL. 

F a r a  o b t e n e r  l a  m a t r i z  ac rosomal ,  l a  f r a c c i ó n  e n r i q u e c i  - 

da d e  acrosomas o b t e n i d a  de  l a  manera a n t e s  d e s c r i t a  se 
c e n t r i f u g ó  a 1 0 0 , 0 0 0  xg d u r a n t e  39 minu tos  a 4 O C ,  u t i l i  - 
zando una m i c r o u l t r a c e n t r í f u g a  (Beckman A i r f u g e )  y se  
recolectó e l  s o b r e n a d a n t e .  

En e s t e  s o b r e n a d a n t e  s e  d e t e r m i n a r o n  las a c t i v i d a d e s  e n  
z i m á t i c a s  a n t e s  mencionadas.  

- 

O B T E N C I O N  DE MEMBRANAS ACROSOMALES. 

P a r a  e l  a i s l a m i e n t o  cie l a s  membranas 
l i z a r o n  espermatozoid .es  a los c u a l e s  

a c r o s o m a l e s  s e  u t i  - 

se  l e s  d e s p r e n d i ó  

e l  acrosoma med ian te  e l  p r o c e d i m i e n t o  mecánico ya  des -  

c r i t o .  L a  s u s p e n s i ó n  c e l u l a r  se a j u s t ó  p o r  d i l u c i ó n  a 
una c o n c e n t r a c i ó n  de  2 5  x lo6 espe rma tozo ides /ml  unLi 

vez que s e  l l e v ó  a cabo e l  d e s p r e n d i m i e n t o  d e  l o s  ac’ro- 

somas; s e  tomaron a l í c u o t a s  d e  4 m l  l a s  c u a l e s  se e:itra - 
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t i f i c a r o n  sobre un g r a d i e n t e  d i s c o n t i n u o  d e  s a c a r o s a  
(1.3M, 1.2M, 1.08M y 0.9M) que se  c e n t r i f u g ó  a 6 7 , 0 0 0  xg 
d u r a n t e  1 2 0  minutos  a 4 * C ,  u t i l i z a n d o  un c a b e z a l  SW27 y 

una u l t r a c e n t r í f u g a  Beckman L5-75.  L a  f r a c c i ó n  m e m b r a -  

n a l  se  ob tuvo  r e c o l e c t a n d o  l a  i n t e r f a s e  0.9/1.08M en  e1 
g r a d i e n t e  d e  s a c a r o s a ,  l a  que se diluyó con 3 volúmenes 

d e l  a m o r t i g u a d o r  c o r r e s p o n d i e n t e  a cada  expe r imen to  y 

se c e n t r i f u g ó  a 80,ClOO xg d u r a n t e  30 minu tos  a 4OC,  u t i  

l i z a n d o  e l  c a b e z a l  SW27 e n  l a  u l t r a c e n t r í f u g a  Beckman 
L5-75 .  L a s  membran3.s a c r o s o m a l e s  se r e c o l e c t a r o n  e n  e l  

p r e c i p i t a d o  y se  r e r u s p e n d i e r o n  en  1 0 0 - 2 0 0  pl de  l a  so- 

l u c i ó n  c o r r e s p o n d i e n t e .  

- 

En es ta  f r a c c i ó n  menbranal  se  e f e c t u ó  t ambién  l a  d e t e r -  
minac ión  e n z i m á t i c a  y a  d e s c r i t a .  

T a n t o  e n  l a  f r a c c i ó n  d e  m a t r i z  acrosomal ,  como e n  l a  
f r a c c i ó n  d e  membranas a c r o s o m a l e s  se d e t e r m i n ó  l a  con- 

c e n t r a c i ó n  d e  p r o t e í n a s  e x i s t e n t e ,  u t i l i z a n d o  e l  método 

de Lowry y c o l  ( 8 7  ) y l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  ADN p o r  e l  

método d e s c r i t o  p o r  S i l e s  y Myers ( 38 1.  

ELECTROFORESIS VERTICAL EN GELES DE POLIACRILAMIDA. 

E l  a n á l i s i s  e l e c t r o f o r é t i c o  de las  Zracc iones  de  m a t r i z  
y membranas d e  acrosoma se  e f e c t u ó  n t i l i z a n d o  g e l e s  ver 
t i ca les  de p o l i a c r i l a m i d a  d e  acuerdo, con  l a  me todo log ía  

d e s c r i t a  po r  L a e m m l i  ( 8 9  1 .  

- 

Los ge le s  c o n t e n i e n d o  3% de  acri1arnid.a (gel de concc’n- 
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t r a c i ó n )  y 8% de a c r i l a m i d a  ( g e l  de  r e s o l u c i ó n )  s e  pre- 
p a r a r o n  p a r t i e n d o  de  una s o l u c i ó n  que  c o n t e n í a  3 0 %  de 

a c r i l a m i d a  y O .  8 % d e  N, N’ -metilen-bis-acrilamida, aña 
d iendo  0 . 1 %  de dodec:il s u l f a t o  d e  s o d i o  (SDS) y a m o r t i -  
guador  T r i s - H C 1  0.37!SM, pH 8 . 8  ( e n  e l  c a s o  d e l  g e l  de 

r e s o l u c i ó n )  y T r i s - H C 1  O .125M, pH 6 . 8  ( e n  e l  c a s o  del 
g e l  de  c o n c e n t r a c i ó n )  ( c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l ) .  Los geles 
se p o l i m e r i z a r o n  con la a d i c i ó n  d e  t e t r a m e t i l - e t i l e n -  
diamina (TEMED) y p e r ? s u l f a t o  de  amonio; l a s  c o n c e n t r a -  

c i o n e s  u t i l i z a d a s  par’a ambos compuestos  f u e r o n  O .004% 
en e l  g e l  de  c o n c e n t r a c i ó n  y 0 . 0 2 5 %  e n  e l  g e l  de  r e s o l u  

c i ó n .  

- 

- 

Los geles se formaron e n  t u b o s  de  v i d r i o  d e  6 mm de  d i 5  
met ro  i n t e r n o ,  e n  l o s  que se  c o l o c a r o n  1 0  cm de g e l  de  
r e s o l u c i ó n  y 1 cm d e  g e l  d e  c o n c e n t r a c i ó n .  

- 

L a  e l e c t r o f o r e s i s  se c o r r i ó  aproximadamente 7 h o r a s ,  
u t i l i z a n d o  un amor t iguador  T r i s  0.025i.1, g l i c i n a  0.192M 
y SDS 0 . 1 % ,  pH 8 . 3  y 3mA p o r  g e l .  

Tan to  l a s  m u e s t r a s  de  acrosoma,  as í  como los e s t á n d a r e s  
de  peso  m o l e c u l a r  ( 6 - g a l a c t o s i d a s a  ? . Y .  1 3 0 , 0 0 0 ,  a lbúmi  - 

na sérica P.M. 6 8 , 0 0 0 ,  o v o a l b h i n a  P.M. 4 3 , 0 0 0 ,  quimo- 
t r i p s i n ó g e n o  F.M. 2 5 , 7 0 0  y miog lob ina  ?.!-I. 1 7 , 2 0 0 1 ,  l a  

t u b u l i n a  y l a  a c t i n a  ( :p roporc ionada  p o r  l a  D r a .  Isaura 
Meza d e l  I . P . N . )  se p r o c e s a r o n  de  l a  s i g u i e n t e  manera :  
a l  e q u i v a l e n t e  d e  1 5 0  pg d e  p r o t e í n a  o b i e n  5 0  pg d e l  
e s t á n d a r  de  peso m o l e c u l a r ,  s e  a ñ a d i ó  50 r i l  de amorti- 
guador  T r i s - H C 1  0 . 1 2 5 M  pH 6 . 8 ,  20 l i l  de  SDS 2 0 % ,  1 0  vl 
B - m e r c a p t o e t a n o l ,  4 y 1  de  a z u l  d e  bromofenol  0 . 0 2  ‘L v 
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5 0  u1 d e  g l i c e r o l .  :Las p r o t e í n a s  se  d i s o c i a r o n  comple- 

t amen te  co locando  la:; m u e s t r a s  2 minutos  e n  un baño de 
agua  h i r v i e n d o .  

Una vez  que e l  a z u l  de  bromofenol  l l e g ó  a 0 . 5  c m  d e l  f i  

n a l  d e l  g e l  se s u s p e n d i ó  l a  c o r r i e n t e ,  s e  p r o c e d i ó  a li 
berar  l o s  geles  de  los t u b o s ,  se  marcó e l  f r e n t e  d e l  

g e l  con t i n t a  c h i n a  y l a s  p r o t e í n a s  se  f i j a r o n  con áci- 
do t r i c l o r o a c é t i c o  l ? .  5% d u r a n t e  1 8 - 2 0  h o r a s  , a tempera  

t u r a  a m b i e n t e ,  t iñénc lose  p o s t e r i o r m e n t e  con a z u l  b r i l l a n  
t e  d e  coomass ie  0 . 2 %  e n  e t a n o l :  á c i d o  a c é t i c o :  agua ( 4 5 :  

1 0 : 4 5 )  p o r  30 minutos  a 50°C. Los geles s e  d e s t i ñ e r o n  2 
v e c e s  con e t a n o l :  á c i d o  a c é t i c o :  agua ( 2 5 : 1 0 : 6 5 )  p o r  3 0  

minu tos  a 5 0 ° C  y con cambios s u c e s i v o s  d e  e s t a  s o l u c i ó n  
a t e m p e r a t u r a  ambiente  h a s t a  que e l  fondo d e l  g e l  f u e  
c l a r o ,  según l a  me todo log ía  d e s c r i t a  p o r  Berkowi tz  y c o l  

( 9 0  1 .  

- 
- 

- 

Para o b t e n e r  los p e r f i l e s  d e n s i t o m é t r i c o s  d e  l o s  ge les ,  

é s t o s  se b a r r i e r o n  a 550 nm con un e s p e c t r o f o t ó m e t r o  
G i l f o r d  2400-S u t i l i z a n d o  t a n t o  una c e l d i l l a  d e  c u a r z o  

a s í  como e l  d i s p o s i t i v o  p a r a  c o n t e n e r  a l  g e l  ( 9 1  1. 

OBTENCION Y PURIFICACION DE TUBULINA. 

L a  t u b u l i n a  u t i l i z a d a  e n  e s t e  e s t u d i o  se  a i s l ó  a p a r t i r  
de  c o r t e z a  c e r e b r a l ,  mediante  e l  p r o c e d i m i e n t o  de ensam 
ble-desensamble  de e s t a  p r o t e í n a ,  d e p e n d i e n t e  de  tempe- 
r a t u r a ,  r e p o r t a d o  p o r  Berkowi tz  y c o l  (90 > .  P a r a  é s t o ,  
se  u t i l i z a r o n  ra tas  macho, cepa  Sprague  Dawley, a d u l t o s  
de 3 0 0 - 4 0 0  g ,  que s e  s a c r i f i c a r o n  p o r  d e c a p i t a c i ó n .  

- 
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Después d e  d i s e c a r  :Las c o r t e z a s  c e r e b r a l e s ,  se pesa ron  

1 0  g d e  t e j i d o  l o s  c u a l e s  s e  hornogeneizaron a 4 O C  e n  un 

homogeneizador P o t t e r - E l v e  jhem con émbolo de t e f l ó n ,  
u t i l i z a n d o  7 . 5  m l  d e  una s o l u c i ó n  a m o r t i g u a d o r a  ( PMLtM) 

con l a  composic ión  s i g u i e n t e :  á c i d o  p ipe rac in -N,  N ' - b i ;  

( 2 - e t a n o )  s u l f ó n i c o  (PIPES)-NaOH, 1 0 0  mM; á c i d o  e t i l e n -  

g l i c o l  b i s  ( e t e r  B-zminoe t í l i co ) -N2  ,N;  - t e t r a a c é t i c o  

(EGTA) y 2 mM; MgSO,+, 1mM; g l i c e r o l ,  4M; pH 6 . 9 ,  a d i c i o -  
nado d e  GTP 2 . 5  mM. L a s  v e l o c i d a d e s  d e  homogeneización 

f u e r o n  "3" y " 9 "  d u r a n t e  5 0  y 1 0  segundos  r e s p e c t i v a -  
mente .  

E l  homogeneizado s e  c e n t r i f u g ó  1 5  minu tos  a 10,400 xg a 

4 O C  e n  una c e n t r í f u g a  r e f r i g e r a d a  S o r v a l l  R C 2 - B ,  u t i l i -  

zando un c a b e z a l  SS-34. E l  s o b r e n a d a n t e  se r e c u p e r ó  y 

s e  c e n t r i f u g ó  a 1 0 0 , 3 0 0  xg d u r a n t e  70 minu tos  a 4 O C  e n  
una u l t r a c e n t r í f u g a  13eckman L5-75 ,  u t i l i z a n d o  un c a b e z a l  
SW-40. Se r e c o l e c t ó  e l  s o b r e n a d a n t e  ( S o )  y s e  l e  a d i c i o -  

nó GTP O .  5 mM, s e  incubó  d u r a n t e  4 5  minu tos  a 37OC para 
p e r m i t i r  e l  ensamble de los m i c r o t ú b u l o s  y t r a n s c u r r i d o  
e l  p e r í o d o  d e  i n c u b a c i ó n  se c e n t r i f u g ó  a 1 0 0 , 0 0 0  xg du- 

r a n t e  4 5  minu tos  a 2! j°C,  u t i l i z a n d o  l a  m i s m a  c e n t r í f u g a  

y c a b e z a l .  L a s  p a s t i l l a s  o b t e n i d a s  se r e s u s p e n d i e r o n  en  

4-5 volúmenes de  PM f r í o  ( e l  m i s m o  PM4M pero  s i n  g l i c e -  

rol) a d i c i o n a d o  de GYP 0 . 5  mM, con l a  f i n a l i d a d  de  desen 
s a m b l a r  l a  t u b u l i n a  y se c e n t r i f u g ó  a 1 0 0 , 0 0 0  xg p o r  30 

minutos  a 4OC p a r a  r e t i r a r  e l  mater ia l  no d i s o c i a d o .  

- 

E l  s o b r e n a d a n t e  (1XM'I') se  r e c o l e c t ó ,  s e  d i l u y ó  1: 1 con 
PM8M ( l a  m i s m a  composic ión  d e l  PM4M p e r o  con g l i c e r o l  
8M) a d i c i o n a d o  d e  GTF 0 . 5  mM y se  s o m e t i ó  a uno o dos 
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ciclos más de polimerización-despolimerización para ob- 

tener tubulina con 2 Ó 3 ciclos de purificación (2XMT y 
3XMT1, la cual se guardó en alícuotas a - 2 O O C .  Antes 
de utilizarse, la tubulina se sometió a un ciclo de po- 
limerización y despolimerización con temperatura y se 
determinó la concentración de proteínas utilizando el 
método de L o w r y  y col ( 87 1 .  

IDENT IFICAC ION POR MEDIO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES. 

Para identificar cualitativamente la presencia y distri 
bución de la actina y la tubulina en l o s  espermatozoi- 
des de cobayo se utilizó la técnica de inmunofluorescen 
cia, por medio de anticuerpos monoclonales para ci y B - 
tubulina, así como para actina ( 92,93,94 y un 2' anti- 
cuerpo (IgG) marcado con isotiocianato de fluoresceina. 

- 

- 

P a r a  efectuar esta parte del trabajo se utilizaron es- 
permatozoides obtenidos por el método ya descrito. A12 
cuotas de 50 x l o 6  c6lulas se incubaron durante 2 horas 
a 37OC con MCM con calcio (1.15 m M ) ,  con la finalidad 
de inducirles capacitación. 

- 

Estas células, así como espermatozoides intactos, se fi 
jaron posteriormente con formaldehido 3 . 5 %  durante 20 

minutos a temperatura ambiente, se lavaron 3 veces con 
solución fosfato-salina (PBS) (NaC1, 1 3 7  mM; K C 1 ,  
2 . 7  rnM; KH2P04, 1 . 5  niM; Na2HP04, 8 mM) ,  pH 7.4, para 
eliminar el exceso de fijador y se permeahilizaron ( la 
mitad de los espermatozoides) incubando con metano1 y 
acetona a -2OOC durante 4 y 2 minutos respectivamente. 
( 92,93,94 1. 

- 
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Tan to  l as  c é l u l a s  p e r m e a b i l i z a d a s  como l a s  no permeabi-  

l i z a d a s  s e  r e s u s p e n d i e r o n  con  PBS a d i c i o n a d a  d e  albúmi-  
na  0.1%, l a v á n d o s e  2 veces  y v o l v i é n d o s e  a c o n t a r  p o r  

medio de  una cámara d e  Neubauer. 

S e  p u s i e r o n  a1 ícuo ta . s  d e  10 x l o 6  c é l u l a s  e n  t u b o s  de 
p o l i e t i l e n o  y se l e s  a ñ a d i e r o n  l o s  a n t i c u e r p o s  monoclo- 

n a l e s  ( d i l u c i ó n  1:lOOO) i ncubándose  d u r a n t e  1 6 - 1 8  ho- 

ras a 4 O C ,  después  de l o  c u a l  s e  l a v a r o n  3 v e c e s  con  
PBS-albúmina con l a  f i n a l i d a d  de e l i m i n a r  e l  a n t i c u e r p o  

no unido  y s e  i n c u b a r o n  con I g G - f l u o r e s c e i n a  ( d i l u c i ó n  
1 : 2 0 )  p o r  1 hora a 4 O C .  Después de  e l i m i n a r  e l  exceso  
de marca f luorescent12  p o r  medio d e  l a v a d o s  con PBS-alhÚ 

mina ,  las células  se o b s e r v a r o n  con un m i c r o s c o p i o  
R e i c h e r t - P o l i v a r  u t i l i z a n d o  e l  o b j e t i v o  d e  i n m e r s i ó n  

1OOX y los a d i t a m e n t o s  p a r a  e p i f l u o r e s c e n c i a  ( f i l t r o  de 
e x c i t a c i ó n  a z u l  455-490  nm y f i l t r o  de b a r r e r a  a z u l  pa- 
ra 515 nm). 

- 

L a  d i l u c i ó n  d e  l o s  a n t i c u e r p o s  se  l l e v ó  a cabo  con PBS- 
albúmina a l a  que s e  a d i c i o n ó  a z i d a  de  s o d i o  0 . 1  % como 

c o n s e r v a d o r  y una vez, d i l u i d o s  se g u a r d a r o n  a 0 - 5 O C .  

DETERMINACION DE LA F I J A C I O N  DE C O L C H I C I N A - H 3 .  . 

La v a l o r a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  d e  l a  t u b u l i n a  p r e s e n t e  e n  
l a  m a t r i z  ac rosomal  y membranas ac rosomales  se  r e a l i z ó  

u t i l i z a n d o  e l  r a d i o - a n á l i s i s  d e s c r i t o  por S h e r l i n e  y 
c o l  ( 9 5  1. Las m u e s t r a s  b i o l ó g i c a s  se o b t u v i e r o n  en  e s  

t e  caso u t i l i z a n d o  una s o l u c i ó n  a m o r t i g u a d o r a  con l a  sl 
g u i e n t e  composic ión:  

- 

- 
p i r o f o s f a t o  de s o d i o  ( N a q P 2 O 7 ) ,  
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0.35 M ;  MgC12, 2 . 5  mY; s a c a r o s a ,  0 . 2 4  M ;  GTP, 0.1 mM; pH 

6 . 5  (PMSG) ; es t a  composición d e  l a  s o l u c i ó n  amor t iguado 

ra p e r m i t e  l a  p r e s e r v a c i ó n  d e  l a s  carac te r í s t icas  es- 

t r u c t u r a l e s  y p r o p i e d a d e s  d e  l a  t u b u l i n a .  

- 

S e  u t i l i z a r o n  a l í c u o t a s  d e  1 0 0  a 2 0 0 0  p g  de  p r o t e í n a s  
p a r a  l a  f r a c c i ó n  de m a t r i z  ac rosomal  y de  1 0 - 5 0  i-’g de 

p r o t e í n a s  p a r a  l a  f r a c c i ó n  de  membranas a c r o s o m a l e s ,  

a s í  como b l a n c o s  que c o n t e n í a n  5 0 0  u1 d e  PMSG s i n  l a s  

p r o t e í n a s  e n  c u e s t i ó n ,  

E l  volumen d e  i n c u b a c i ó n  s e  a j u s t ó  a 5 0 0  u1 con PMSG y 
s e  a ñ a d i ó  a cada t u b o  1 0  l i l  de  una s o l u c i ó n  d e  c o l c h i c i  

na-H3 Esta s o l u c i ó n  se p repa  
r Ó  co locando  e n  un t u b o  d e  p o l i e s t i r e n o  p r o t e g i d o  de  l a  

l u z ,  l a  a l í c u o t a  c o r r e s p o n d i e n t e  d e  c o l c h i c i n a - H 3  ( 30 

Ci/mmol) e n  benceno-e t ano l  9:1 y evaporando a sequedad 

b a j o  una c o r r i e n t e  de  n i t r ó g e n o .  
e l u y ó  con  una s o l u c i ó n  a c u o s a  0 . 1 1  mM d e  c o l c h i c i n a  

f r í a .  

- 
0 . 1 1  mM ( + 5 0 , 0 0 0  CPM). - - 

L a  c o l c h i c i n a - H 3  s e  

3 
L a  i n c u b a c i ó n  de l as  p r o t e í n a s  con l a  c o l c h i c i n a - H  se 
r e a l i z ó  d u r a n t e  90 minu tos  a 3 7 O C  y l a  r e a c c i ó n  s e  p a r ó  
añad iendo  1 ml de  H20 d e s i o n i z a d a  que c o n t e n í a  3 m g  de 

ca rbón  a c t i v a d o  con l a  f i n a l i d a d  de  s e p a r a r  l a  c o l c h i c i  
na-H3 un ida  de l a  l ibjne.  

- 
P a r a  d e t e r m i n a r  l a s  c u e n t a s  

t o t a l e s  o CPM d e l  e s t z n d a r ,  a uno d e  l o s  b l a n c o s  se  l e  

a ñ a d i ó  1 m l  de H 2 0  d e s i o n i z a d a  e n  vez  d e  l a  s u s p e n s i ó n  
de  c a r b ó n  a c t i v a d o .  Todos los t u b o s  se  i n c u b a r o n  p o r  

10 minu tos  a t e m p e r a t u r a  a m b i e n t e  y se  c e n t r i f u g a r o n  a 

2 , 2 0 0  xg p o r  1 0  minutos  a 4 O C ,  tomándose a l ’ i cuo ta s  de  
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400 ~ i 1  de l o s  s o b r e n a d a n t e s  e n  l o s  que s e  e v a l u ó  la ra- 

d i a c t i v i d a d  u t i l i z a n d o  un c o n t a d o r  de c e n t e l l e o  l í q u i d o  
Packard  T r i  Carb m o d .  3 3 9 0 .  

L a  c a n t i d a d  d e  c o l c h . i c i n a  u n i d a  a l a  t u b u l i n a  s e  ca lcu-  

l ó  a p a r t i r  de  l a  s i g u i e n t e  fórmula :  

[CPMCrnuestra) - CPM(b1ancoj) x 1.1 malas de  colchicina 

CPM ( e s t á n d a r )  

c o n s i d e r a n d o  que una mol de  c o l c h i c i n a  se  une con una 

m o l  d e  t u b i l i n a  e n  c o n d i c i o n e s  d e  s a t u r a c i ó n .  

INTERFERENCIA CON LA REACCION ACROSOMAL DE LOS ESPERMA- 
TOZOIDES MEDIANTE LA I N C U B A C I O N  CON INHIBIDORES. 

L a  i n c u b a c i ó n  con i n h i b i d o r e s  e s p e c í f i c o s  p a r a  mic ro tú -  
b u l o s  y m i c r o f i l a m e n t o s ,  para v a l o r a r  la p a r t i c i p a c i ó n  

d e  a c t i n a  y t u b u l i n a  en l a  r e a c c i ó n  a c r o s o m a l ,  se  l l e v ó  
a cabo de  l a  s i g u i e n t e  manera:  

Con l a  f i n a l i d a d  d e  s e l e c c i o n a r  las  c o n c e n t r a c i o n e s  Óp- 

t i m a s  e n  las c u a l e s  los i n h i b i d o r e s  i n t e r f i e r e n  con l a  

r e a c c i ó n  ac rosomal  s i n  m o d i f i c a r  las  ca rac t e r í s t i ca s  m e  

t a b ó l i c a s  de  los espe rma tozo ides  , s e  p roba ron  d i f e r e n -  
t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  ( 1 uM-lr;,!fl) de  c i t o c a l a s i n a  B ,  c o l -  
c h i c h a  y v i n c r i s t i n a ,  e n c o n t r á n d o s e  que l a s  c o n c e n t r a -  
c i o n e s  d e  1 0 ,  2 5  y SO pM cumplen l o s  r e q u e r i m i e n t o s  pa- 

ra es te  e s t u d i o .  Los compuestos L i t i l i z a d o s  f u e r o n  cite)- 

c a l a s i n a  B ,  c o l c h i c i n a  y v i n c r i s t i n a .  

- 

u90355  
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A l í c u o t a s  de 5 0  x l o 6  e s p e r m a t o z o i d e s  en MCM s i n  calcio 

se p r e i n c u b a r o n  d u r a n t e  10 minutos  a 3 7 O C ,  e n  p r e s e n c i a  
de  las  c o n c e n t r a c i o n e s  a n t e s  mencionadas de los  i n h i b i -  
d o r e s ,  a s í  como s u  c o n t r o l  r e s p e c t i v o  ( e s p e r m a t o z o i d e s  

s i n  t r a t a m i e n t o ) .  Fasado es te  t iempo se  a ñ a d i ó  C a C 1 2  a 

una c o n c e n t r a c i ó n  1 . 1 5  mM f i n a l  a los sistemas de incu-  
b a c i ó n  con l a  f i n a l i d a d  de que l a s  c é l u l a s  r e a l i z a r a n  
e l  p r o c e s o  de c a p a c i t a c i ó n - r e a c c i ó n  acrosomal  (83 1 ,  y 

subsecuentemente  s e  incubó  d u r a n t e  4 h o r a s  a 3 7 O C  e n  
una a t m ó s f e r a  de 5 %  C 0 2  + a i r e .  

Cada hora, d u r a n t e  e l  p e r í o d o  de i n c u b a c i ó n  d e  4 h o r a s ,  
se  tomaron a l i c u o t a s  d e  l a  s u s p e n s i ó n  de e spe rma tozo i -  
d e s ,  las que  s e  c o l o c a r o n  e n  un p o r t a o b j e t o s  escavado 
p r e c a l e n t a d o  a 37OC, se  c u b r i e r o n  con un c u b r e o b j e t o s  y 

se o b s e r v a r o n  con un m i c r o s c o p i o  de c o n t r a s t e  de  fases 
Carl Zeiss equ ipado  con una p l a t i n a  t e r m o r r e g u l a b l e  a 
3 7 O C  p a r a  v a l o r a r  e l  t a n t o  por c i e n t o  d e  e spe rma tozo i -  
des  m ó v i l e s  y e l  t a n t o  p o r  c i e n t o  de  e spe rma tozo ides  
móv i l e s  que t e n í a n  r e a c c i ó n  ac rosomal .  

E l  t a n t o  p o r  c i e n t o  Cle r e a c c i ó n  ac rosomal  e n  l o s  e s p e r -  
rnatozoides  se c a l c u l ó  como s i g u e :  

t o t a l  d e  e spe rma tozo ides  móv i l e s  s i n  acrosoma x 1 0 0  

t o t a l  de  e spe rma tozo ides  móv i l e s  

Simultáneamente a e s t a  e v a l u a c i ó n  se  tomaron a l í c u o t a s  
de e spe rma tozo ides  t a n t o  dc  l a  fase exper-air!er,tal cene 

de Los controle:;, p ~ r , : ~  v a l a r a r  l a  v i a b i l i d a d  c e l u l a r  y 

la  mov i l idad  espermática.  
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P a r a  e v a l u a r  l a  v i a b i l i d a d  c e l u l a r  s e  u t i l i z ó  l a  t é c n i -  

ca d e  e x c l u s i ó n  d e  c o l o r a n t e s  v i t a l e s  (96 >,  que c o n s i s  

t e  e n  d i l u i r  l a  a l í c u o t a  de  e s p e r m a t o z o i d e s  1:l con 
a z u l  de t r i p a n o  2 %  e n  MCM, pH 7 . 4  e i n c u b a r  d u r a n t e  1 5  

minu tos  a 3 7 O C ,  eva luándose  e l  t a n t o  p o r  c i e n t o  de es- 

pe rma tozo ides  que  no se t i ñ e r o n  d e  a z u l ,  u t i l i z a n d o  un 
m i c r o s c o p i o  de  c o n t r a s t e  d e  fases.  

- 

L a  c i t o c a l a s i n a  B y  así como l a  c o l c h i c i n a  se d i s o l v i e -  
r o n  e n  e t a n o l  y se g u a r d a r o n  e n  a l í c u o t a s  d e  1 0 0  pul a 
- 2 O O C .  L a  c o n c e n t r a c i ó n  f i n a l  de  e t a n o l  en  los s i s te -  
m a s  d e  i n c u b a c i ó n  fue s i e m p r e  menor a 1%, eva luándose  

tubos c o n t r o l  con  esiza c a n t i d a d  de  e t a n o l .  L a  v i n c r i s -  
t i n a  p o r  s e r  s u l f a t o  se d i s o l v i ó  d i r e c t a m e n t e  en  MCM 
s i n  c a l c i o ,  h a c i é n d o s e  una s o l u c i ó n  fresca p a r a  cada  ex 
per imen to .  

- 

EVALUACION DE LA M O V I L I D A D  ESPERMATICA. 

L a  e v a l u a c i ó n  c u a n t i t a t i v a  de  l a  m o v i l i d a d  d e  los e s p e r  
ma tozo ides  d u r a n t e  el. p e r í o d o  d e  4 h o r a s  de  i n c u b a c i ó n  
s e  r e a l i z ó  e s p e c t r o f o t o m é t r i c a m e n t e  med ian te  e l  método 

p r o p u e s t o  p o r  A t h e r t o n  y c o l  ( 9 7 ) .  Es ta  e v a l u a c i ó n  s e  

b a s a  e n  las  carac te r i s t icas  de a n i s o t r o p í a  Ó p t i c a  que 

p r e s e n t a n  l as  p a r t í c u l a s  e longadas  e n  un flujo ( 9 8  ) . E n  
c o n d i c i o n e s  d e  flujo c o n t i n u o ,  t a n t o  las  p a r t í c u l a s  
e longadas  como l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  p r e s e n t a n  una r e o t a -  

xis p o s i t i v a  y a l  d e t e n e r  e l  flujo se  i n i c i a  un p e r í o d o  
de  r e o r i e n t a c i ó n  a l  a z a r ,  mismo que se t r a d u c e  e n  un 
cambio en l a  dens idad  Ó p t i c a ,  e l  c u a l  es p r o p o r c i o n a l  a 
l a  m o v i l i d a d  de  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  en  e s t e  c a s o  ( 9 ' 7 , 9 8 ) .  

- 
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E l  í n d i c e  de  mov i l idad  e s p e r m á t i c a  ( I M E )  se d e t e r m i n ó  
de  l a  s i g u i e n t e  manera: se  u t i l i z ó  una c e l d i l l a  de  f l u  
jo ( d i s e ñ a d a  y p r o p o r c i o n a d a  por  e l  Dr. Rober t  W .  
A t h e r t o n  d e  l a  U n i v e r s i d a d  de Wyoming, E.U.A.), a t ra-  
vés de  l a  c u a l  se  h i z o  p a s a r  una a l í c u o t a  d e  50 x 1 0  6 

e s p e r m a t o z o i d e s  d i l u i d o s  e n  un volumen f i n a l  de 9 m l  
d e  MCM, a una v e l o c i d a d  c o n s t a n t e  de 7 ml/min. Los r e -  

g i s t r o s  de d e n s i d a d  Ó p t i c a  a n t e s  y después  de d e t e n e r  
e l  flujo se  e f e c t u a r o n  a 4 7 5  nm u t i l i z a n d o  un e s p e c t r o -  
f o t ó m e t r o  Unicam SP8130-B. 

c a l c u l a r  e l  IME es  la s i g u i e n t e  ( 9 7  1: 

- 

L a  fórmula  u t i l i z a d a  p a r a  

D O i  - DOf 
D O i  

- 

en donde DO: = dens idad  Ó p t i c a  a l  i n i c i a r  e l  flujo; 

DOf = dens idad  Ó p t i c a  30 segundos después  de  

d e t e n e r  e l  flujo. 
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REACTIVOS. 

L o s  reactivos utilizados se obtuvieron de las siguientes 
casas comerciales: reactivos para electroforesis de Cio 
Rad; anticuerpos monoclonales de Amersham; colchicina-H3 
de New England iquc1ea.r; citocalasina B de Aldrich Chem- 

ical Co.; rolchicina de Merck; vincristina de Eli L i l l y  

& co.. 

Todos los demás rectivos fueron de grado analítico y se 
obtuvieron de Sigma Chemical Co. y iierck. 
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RESULTADOS. 

En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos d e  

la valoración bioquímica de las fracciones de membranas 
acrosomales y matriz acrosomal. 

ELECTROFORESIS. 

En la Figura 1 se presentan l o s  perfiles densitométri- 
cos característicos correspondientes a l o s  geles de po- 
liacrilamida-SDS que contenían actina, así como tubuli- 
na de 2 ciclos de polimerización despolimerización. P u e  

de observarse, de acuerdo al patrór. correspondiente y 
al reporte de Berkowitz y col ( 90 1, que la tubulina 
aislada de cerebro de rata tiene una pureza adecuada. 
Puede observarse también que además de l a s  bandas prin- 
cipales que corresponden a esta?. dos proteínas, existen 
otras proteínas asociadas con pesos moleculares eleva- 
dos, intermedios o b a j o s ,  que copurifican con actina y 
tubulina. La presencia y copurificación de estas pro- 
teínas, denominadas "proteínas asociadas a microtúbu- 
los (MAPS)" y "?rotehas asociadas a actina", respecti- 
vamente, ha sido reportada por diferentes investigado- 
res ( 6 4 , 7 5  > .  

- 

En este estudio el patrón electroforético de la tubiili- 
na, muestra además la presencia de una proteína con pe- 
so molecular aproximado de 60-70,000, la cual podría 
corresponder al facto:? denominado "tau" requerido para 
el ensamble de l o s  microtúbulos ( 69 1. 
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Con r e s p e c t o  a l  a n á l i s i s  e l e c t r o f o r é t i c o  d e  las p r o t e í -  
n a s  o b t e n i d a s  de  n a t J r i z  y membranas a c r o s o m a l e s ,  efec- 

t u a d o  con l a  f i n a l i d a d  d e . 2 d e n t i f i c a r  l a  p r e s e n c i a  de 

a c t i n a  y t u b u l i n a  e n  e l  acrosoma de l o s  e spe rma tozo ides  
de cobayo,  es i m p o r t a n t e  s e ñ a l a r  que los p e r f i l e s  dens- 
t o m é t r i c o s  que se  p r e s e n t a n  e n  l a  f i g u r a  2 s e  o b t u v i e r o n  
de manera c o n s i s t e n t e ;  e s t o  p e r m i t e  s e ñ a l a r  l a  p r e s e n c i a  
de  estas p r o t e í n a s  e n  ambas f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s  ya 
que se observó .  l a  p r e s e n c i a  d e  bandas  de p r o t e í n a s  que 
c o i n c i d e n  con las  caracter ís t icas  e l e c t r o f o r é t i c a s  (mo-  
v i l i d a d  r e l a t i v a  y peso  m o l e c u l a r  aproximado) de a c t i n a  
y t u h u l i n a  e n  l as  c o n d i c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s  u t i l i z a d a s .  

INMUNOFLUORESCENCIA I N D I R E C T A  U T I L I Z A N D O  ANTICUERPOS MO 

NOCLONALES. 
- 

Como c o n t r o l e s  p a r a  e s t a  fase e x p e r i m e n t a l  se u t i l i z a -  
ron  l o s  s i g u i e n t e s  pa.rámetros : 

1.- Incubac iÓn so lamen te  con IgG-F luoresce ina ,  s u s t i t u  - 
yendo a l  a n t i c u e r p o  monoclonal  p o r  PBS-albúmina. 

2.- IncubaciÓn con  e l  a n t i c u e r p o  monoclonal  previamen- 
t e  Incubado  con t u b u l i n a  o a c t i n a .  

. En n inguno de l o s  dos c a s o s  se o b s e r v ó  f l u o r e s c e n c i a  en 
l o s  e s p e r m a t o z o i d e s .  

Cuando l o s  e spe rma tozo ides  de cobayo se i n c u b a r o n  e n  
p r e s e n c i a  de los a n t i c u e r p o s  monoclonales  a n t ?  a - t u -  
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b u l i n a ,  B-tubul ina y a c t i n a ,  s e  encont ró  en todos los 
casos  f l u o r e s c e n c i a  en la r eg ión  d e l  f l a g e l o ;  en e l  ca- 
s o  d e l  a n t i c u e r p o  a n t i  a - t u b u l i n a ,  se observó un punto 
de f l u o r e s c e n c i a  muy b r i l l a n t e  en l a  punta  d e l  f l a g e l o ,  
e l  c u a l  corresponde a l a  punta d e l  axonema C F i g s .  3-41. 

Anticuerpo a n t i  - - tubul ina .  - 

En las f i g u r a s  3 y 4 pueden obse rva r se  l o s  r e s u l t a d o s  
ob ten idos  en esta fase exper imenta l ,  en donde se l o c a l i  
zÓ la presenc ia  de  l a  subunídad a de l a  t u b u l i n a .  En 
l o s  espermatozoides con acrosoma s e  observó f luo rescen-  
c i a  l o c a l i z a d a  en e l  borde de la r e g i ó n  acrosomal (men- 
brana  p lasmát ica  o membrana acrosomal e x t e r n a ) .  En los 
espermatozoides con r e a c c i ó n  acrosomal no s e  d e t e c t ó  
f l u o r e s c e n c i a  en  l a  r e g i ó n  acrosomal y solamente se  pu- 
do obse rva r  ésta en e l  f l a g e l o .  Los r e s u l t a d o s  ob ten i -  
dos con e s t e  an t i cue rpo  fueron  s i m i l a r e s  en l o s  esperma 
t o z o i d e s  s i n  pe rmeab i l i za r  y permeabi l izados .  

- 

Anticuerpo a n t i  6 -tubulins. - 

La subunidad 0 ’  de l a  t u b u l i n a  se l o c a l i z ó  d i s t r i b u i d a  
como s i g u e  e n  l o s  espermatozoides  de cobayo. En las f i  a 

guras  3 y 4 ,  podemos v e r  que e n  los espermatozoides  que 
hab ían  experimentado r e a c c i ó n  acrosomal s e  encont ró  
f l u o r e s c e n c i a  d i s t r i b u i d a  como un p u n t i l l e o  e n  la  re- 
gión d e l  acrosoma. Esta f l u o r e s c e n c i a  se  observó sola-  

mente en l o s  espermatozoides  s i n  pe rmeab i l i za r ,  ya  que 
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a l  i n c u b a r  con metanol-acetona a - 2 í i O C  s e  p e r d i ó  e s t e  

pa t rón ;  no así e l  d e l  f l a g e l o ,  e l  c u a l  fue  cons t an te .  
En l o s  espermatozoides  con acrosoma no f u e  p o s i b l e  de- 
t e c t a r  f l u o r e s c e n c i a  en e l  acrosoma, observándose s o l a  
mente en  e l  f l a g e l o ,  t a n t o  en l o s  espermatozoides  pre-  
viamente permeabi l izadoc como en l o s  que no experimen- 
t a r o n  e s t e  proceso .  

- 

Anticuerpos a n t i  a- y a n t i  6 - t u b u l i n a .  

Con l a  f i n a l i d a d  de de tec ta r  l a  p r e s e n c i a  de t u b u l i n a  
t o t a l  en l o s  e s p e m a t o z o i d e s ,  é s t o s  s e  incubaron 
táneamente con los an t i cue rpos  monocionales a n t i  
a n t i  B -tubulins. 

simul  - 

En e s t e  caso ,  l o s  pa t rones  de f l u o r e s c e n c i a  observados 
en l o s  espermatozoides  fue ron  l a  swna to r i a  de l o s  obser  
vados a l  i n c u b a r  con e s t o s  a n t i c u e r p o s  p o r  separado .  En 
i o s  espermatozoides  con acrosomas s e  l o c a l i z ó  f l u o r e s -  
cenc ia  en l a  r e g i ó n  acrosomal,  l a  c u a l  f u e  m á s  abundan- 
t e  que cuando s e  u t i l i z ó  un solo a n t i c u e r p o .  
sucedió  con l a  f l u o r e s c e n c i a  observada en e l  f l a g e l o .  
E s t e  pa t rón  s e  observó también en lo s  espermatozoides 
con o s i n  permeabi l izac ión  p r e v i a  a l a  incubación con 
l o s  a n t i c u e r p o s  monoclonales ( F i g s .  3 , 4 ) .  

- 

Lo mismo 

En l o s  espermatozoides  s i n  acrosoma también se  l o c a l i z ó  
e l  pa t rón  c a r a c t e r í s t i c o  de p u n t i l l e o  de f l u o r e s c e n c i a  
en e l  acrosoma, como puede obse rva r se  en las  fl’guras 3 

y 4 ,  e l  c u a l  f u e  v i s i b l e  solamente e n  los espermatozoi 
des  s i n  p e r m e a b i l i z a r  l o  que s u g i e r e  la presenc ia  de un 

- 
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a n t í g e n o  s u p e r f i c i a l  e n  es ta  r e g i ó n .  

A n t i c u e r p o  a n t i - a c t i n a .  

En e s t e  c a s o ,  además de l a  f l u o r e s c e n c i a  en  e l  f l a g e l o ,  
e n  l o s  e spe rma tozo ides  con  acrosoma ( F i g s .  3 ,  4 )  se lo-  
c a l i z ó  una banda f l u o r e s c e n t e  e n  l a  r e g i ó n  co r re spon-  
d i e n t e  a l a  zona e c u a t o r i a l  de l a  c a b e z a  de  l o s  esperma 
t o z o i d e s .  En los espe rma tozo ides  s i n  acrosoma ( F i g s  , 3 

4 )  se l o c a l i z ó  una f l - u o r e s c e n c i a  muy abundan te  y d i s t r i  

b u i d a  homogeneamente en  l a  r e g i ó n  ac rosomal .  

- 

- 

Estos p a t r o n e s  se o b s e r v a r o n  so lamen te  en l o s  esperma- 
t o z o i d e s  s i n  p e r m e a b i l i z a r ,  y a  que  e n  l o s  e spe rma tozo i -  
des p e r m e a b i l i z a d o s  con metano1 y a c e t o n a ,  no f u e  p o s i -  
b l e  detectar ningún t i p o  de f l u o r e s c e n c i a  e n  la  r e g i ó n  
a c r o s o m a l .  

FIJACION DE C O L C H I C I N A - H ~  

L a s  f i g u r a s  5 y 6 r e p r e s e n t a n  l a  f i j a c i ó n  de l a  c o l c h i  
cina-H3 a l a  t u b u l i n a  p r e s e n t e  e n  l a  m a t r i z  ac rosomal  y 

l a s  membranas ac rosomales  r e s p e c t i v a m e n t e ,  u t i l i z a n d o  
d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s  de p r o t e í n a s  o b t e n i d a s  de  es 

t a s  f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s .  

- 

- 

En ambos c a s o s  s e  obse rvó  una buena l i n e a r i d a d  e n  r e l a -  
c i ó n  a l  inc remen to  en  l a  c o n c e n t r a c i ó n  de p r o t e í n a s  y 

por  l o  t a n t o  a l a  c a n t i d a d  de t u b u l i n a  p r e s e n t e ,  l o  
c u a l  p e r m i t i ó  c a l c u l a r  c o n c e n t r a c i o n e s  de 1 8 . 0 8  + 2 . 6 1  - 
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prnolas de t u b u l i n a / m g  de p r o t e í n a  de m a t r i z  acrosomal  y 

3 1 8 . 2  + 108.24 pmola:; de tubu l ina /mg  de p r o t e í n a  de m e m  

b r a n a s  a c r o s o m a l e s .  E s  n e c e s a r i o  mencionar  que l a  can- 
t i d a d  de p r o t e í n a  e n c o n t r a d a  en  estas f r a c c i o n e s  f u e  

- - 

1 . 2 7  + 0 . 1 2  m g  de p r o t e í n a / l O  8 e s p e r m a t o z o i d e s  en e l  ca - 
so  de l a  m a t r i z  acrosomal  y 0 . 0 7  + 0 . 0 1  m g  de p r o t e í n a /  
1 0  e spe rma tozo ides  e n  e l  c a s o  d e  l a s  membranas a c r o s o -  
males, (Tabla 1). 

- 
8 

S i n  embargo, l a  c a n t i d a d  d e  c o l c h i c i n a  u n i d a  a l a s  pro- 
t e í n a s  no f u e  completamente p r o p o r c i o n a l ,  s o b r e  t o d o  e n  
e l  c a s o  de las  membranas, deb ido  p o s i b l e m e n t e  a l a  ad- 

s o r c i ó n  p a r c i a l  d e l  comple jo  c o l c h i c i n a - p r o t e í n a  p o r  e l  
ca rbón  a c t i v a d o ,  l o  que p r ~ d u j o  d e s v i a c i o n e s  e s t á n d a r  
mayores a 1 0 % .  Es t e  fenómeno no se m o d i f i c ó  a l  d i s m i -  

n u i r  l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  ca rbón  a c t i v a d o  a 1 mgis i s t e -  
m a  d e  i n c u b a c i ó n .  

E s  i m p o r t a n t e  mencionar  que no se e n c o n t r ó  f i j a c i ó n  de 

co lch ic ina -H3  a las  m u e s t r a s  cuando és tas  s e  t r a t a r o n  
con 1% de f3-mercaptoetanol  o d e l  d e t e r g e n t e  SDS, n i  
cuando se a ñ a d i ó  e l  c a r b ó n  inmed ia t amen te  después  de l a  

a d i c i ó n  de l a  c o l c h i c i n a - H 3 ,  l o  que s e ñ a l a  l a  e s p e c i f i -  
c idad d e  l a  i n t e r a c c i ó n .  

I N C U B A C I O N  CON INHIBIDORES DE MICROTUBULOS Y MICROFILA-  

MENTOS. 

L o s  e spe rma tozo ides  d e  cobayo s e  i n c u b a r o n  d u r a n t e  4 ho 

ras en  p r e s e n c i a  de los i n h i b i d o r e s  e s p e c í f i c o s  para actina 
y t u b u l i n a  ( c i t o c a l a s i n a  B ,  c o l c h i c i n a  y v i n c r i s t i n a ) ,  

- 
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u t i l i z a n d o  l a s  s i g u i e n t e s  c o n c e n t r a c i o n e s :  I O ,  2 5  y 50 

pM d e  cada  uno de e l l o s .  Debido a que e s t o s  compuestos 
pueden t e n e r  e f e c t o s  s o b r e  l a  f i s i o l o g í a  c e l u l a r  que no 
e s t á n  r e l a c i o n a d o s  c3n s u  e f e c t o  s o b r e  las p r o t e í n a s  

c o n t r á c t i l e s  ( 9 9 , 1 0 3  1 , se  tomaron como p a r s m e t r o s  de  

r e f e r e n c i a  de l a  i n t e g r i d a d  y buen func ionamien to  de  

los espe rma tozo ides  y p o r  l o  t a n t o  de  l a  i n t e r a c c i ó n  es 
p e c í f i c a  de  los compuestos con las p r o t e l n a s  con t r ác t i -  
l es  e n  e l  acrosoma,  l a  v i a b i l i d a d  c e l u l a r  y l a  m o v i l i -  
dad d e  los espe rma tozo ides  d u r a n t e  e l  p e r í o d o  de h c u -  
b a c i ó n  de 4 h o r a s .  

A e s t e  r e s p e c t o ,  l a  v i a b i l i d a d  c e l u l a r  se mantuvo p o r  
encima d e  7 0 %  d u r a n t e  t o d o  e l  p e r í o d o  de  i n c u b a c i Ó n , t a g  

t o  e n  l o s  sistemas incubados  con l o s  compuestos a n t e s  
mencionados como en  l o s  c o n t r o l e s .  

L a  e v a l u a c i ó n  d e l  í n c . i c e  d e  m o v i l i d a d  e s p e r m a t i c a  ( I M E )  
se r e a l i z ó  s imul t áneamen te  a l a  e v a l u a c i ó n  d e  la reac- 
c i ó n  ac rosomal ,  med ian te  e l  método e s p e c t r o f o t o m é t r i c o  

y a  d e s c r i t o  ( 9 7  1. 

En l a  f i g u r a  7 s e  p r e s e n t a n  l o s  IME o b t e n i d o s  en  los 
casos e n  que s e  incubó  con l a  c o n c e n t r a c i ó n  de  50  ~ J . M  de 

c i t o c a l a s i n a  B ,  c o l c h i c i n a  o v i n c r i s t i n a ,  a s í  como de  
l o s  e spe rma tozo ides  c o n t r o l ,  y puede o b s e r v a r s e  que n i  
l a  c i t o c a l a s i n a  B n i  l a  c o l c h i c i n a  p r o d u j e r o n  d i f e r e n -  

c ias  s i g n i f i c a t i v a s  e n  l a  m o v i l i d a d ,  a l  comparar  s u s  
t r a z o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  con l o s  d e l  c o n t r o l .  Por otra 
p a r t e ,  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  al i n c u b a r  e n  p r e s e n c i a  

de  v i n c r i s t i n a  i n d i c a n  que e s t e  compuesto i n d u j o  un i n -  
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cremento s i g n i f i c a t i v o  ( P  < 0 . 0 0 5 )  e n  l a  movilidad d e  

los espermatozoides  durante  l a  pr imera ,  segunda y cuar- 
t a  h o r a  d e l  per íodo  de incubación.  

Con l a  f i n a l i d a d  de eva lua r  l a  p a r t i c i p a c i ó n  de  p r o t e í -  
nas p a r e c i d a s  a a c t i n a  en l a  r e a c c i ó n  acrosomal s e  aña- 
d i ó  a l  sistema no s i n c r ó n i c o  de incubac ión  pa ra  i n d u c i r  
r e a c c i ó n  acrosomal en espermatozoides de  cobayo , c i t o c a  
l a s i n a  B a las  concent rac iones  y a  mencionadas. A l a  con 
c e n t r a c i ó n  de 50 uM, e s t e  compuesto r e d u j o  34% e l  número 
de espermatozoides  con r e a c c i ó n  acrosomal después de 4 

horas de incubac ión  ( F i g .  8 > .  En e l  c o n t r o l  s e  encontró 
7 8 1  de espermatozoides con r e a c c i ó n  acrosomal en es te  p e  

r í o d o ,  l o  c u a l  co inc ide  con e l  t a n t o  po r  c i e n t o  esperado 
en estas condic iones  exper imenta les  ( 8 3  1. 

- 

- 

- 

Por o t r a  p a r t e ,  l a  p a r t i c i p a c i ó n  de t u b u l i n a  en l a  reac- 

c i ó n  acrosomal de los espermatozoides  d e  cobayo se  eva- 
l u ó  añadiendo c o l c h i c i n a  y v i n c r i s t i n a  a los sistemas de 

incubac ión .  Colchici-na i n d u j o  en  todos  los casos una 
i n h i b i c i ó n  s i g n i f i c a t i v a ,  dependiente  de l a  concentra-  
c i ó n ,  en l a  r e a c c i ó n  acrosomal.  En p r e s e n c i a  de c o l c n i  
tina 50 VM, e l  t a n t o  por  c i e n t o  de espermatozoides  con 
r e a c c i ó n  acrosomal después de 4 ho ras  de incubación f u e  
de 2 5 % ,  comparado con e l  7 8 %  observado e n  e l  c o n t r o l  
( f i g u r a  g 1 ,  l o  que i n d i c a  una i n h i b i c i ó n  de 6 5 %  en e s  
t e  proceso .  

- 

- 

A s í  mismo, e l  e f e c t o  de  v i n c r i s t i n a  s o b r e  l a  t u b u l i n a  
acrosomal d i Ó  como r e s u l t a d o  q u e  a l  u t i l i z a r  es te  alca- 
l o i d e  e n  una concent rac ión  d e  50’1.iM se  p rodu je ra  una i n  - 
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h ib i c iÓn  de 4 2 %  e n  1.a r eacc ión  acrosomal (Fig.10). 

En e l  caso  de todos los compuestos mencionados, con to- 
das  l as  concent rac iones  u t i l i z a d a s  s e  obtuvo una i n h i b i  
ciÓn s i g n i f i c a t i v a  de  la r e a c c i ó n  acrosomal después de 

4 ho ras  de incubación ( T a b l a  2 ) .  

E s  i n t e r e s a n t e  s e ñ a l a r  que cuando se incubó a l o s  espez  
matozoides en p r e s e n c i a  de v i n c r i s t i n a  2 5  y 50  PM, se  
encont ró  un incremento s i g n i f i c a t i v o  en e l  n h e r o  de  es 

permatozoides  con r eacc ión  acrosomal en r e l a c i ó n  con e l  

c o n t r o l  ( P  < 0 . 0 0 5 )  después de una h o r a  de incubación 
(Fig.10). Un e f e c t o  s i m i l a r  pero menos ev iden te  se ob- 
se rvó  con v i n c r i s t i n a  1 0  pM y con c i t o c a l a s i n a  B 1 0  y 

25  UM ( F i g s .  8 ,  10) 

- 

Estos r e s u l t a d o s  parecen se r  un e f e c t o  b i f s s i c o  d e  es-  
t o s  compuestos en l a  r e a c c i 6 n  acrosomal de los esperma- 
t o z o i d e s  de cobayo. 

Finalmente,  cuando se  incubó simultáneamente en presen- 
c i a  de c i t o c a l a s i n a  B y c o l c h i c i n a  se  obtuvo una i n h i b i  
ciÓn s i g n i f i c a t i v a m e n t e  mayor ( P  < 0 . 0 5 )  de  l a  r eacc ión  
acposomal cuando ambos compuestos s e  u t i l i z a r o n  e n  con- 
c e n t r a c i o n e s  de 50  pM ( F i g . 1 1 ) .  En los otros t i p o s  de  

combinaciones d e  c i t o c a l a s i n a  B y c o l c h i c s n a ,  l a  i n h i b i  
ciÓn de l a  r eacc ión  acrosomal observada no fue s i g n i f i -  
ca t ivamente  d i f e r e n t e  a l a  observada al i n c u b a r  solamen 
t e  con c o l c h i c i n a  ( T a b l a  3 ) .  

- 

- 

- 
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F I G U R A  1 

Perfiles densitométricos característicos, obtenidos a 
550 nm, de los geles de poliacrilamida-S3S que contenían 
tubulina y actina. En la barra vertical está represen- 
tado el comportamiento electroforético de los marcadores 
de peso molecular utilizados, en las condiciones experi- 
mentales descritas. 

FIGU-PA 2 

Perfiles densitométricos característicos, obtenidos a 
550 nm, de l o s  geles de poliacrilamina-SDS que contenían 
proteinas obtenidas de membranas acrosomales y matriz a- 
crosomal, según se des.cribe en la sección de material y 

métodos. En la barra vertical están colocados los mar- 
cadores de peso molecular según s u  comportamiento- elec- 
troforético bajo las condiciones experimentales ritiliza- 
das. 
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FIGURA 3 D 
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Patrones de fijación de los anticuerpos monoclonalec 
anti a-tubulina (A) I anti g-tubulina ( B )  , anti a-tubuli- 
na + anti g-tubulina ( C )  y anti actina (D,E), demostra- 
dos por inmunofluorescencia indirecta. 
( A I C , D )  Espermatozoides con acrosoma. 
(B,E) Espermatozoides sin acrosoma. 
Amplificación 1200 x . 

E 
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FIGURA 4 

Representación esqueniática de los patrones de fluorescen- 
cia observados al incubar espermatozoides de cobayo en 
presencia de anticuerpos monoclonales anti a-tubulina, 
anti f3-tubulina y anti actina, e IgG-Fluoresceina. El 
esquema se construyó a. partir de las imágenes observadas 
en un microscopio de fluorescencia como se describe en 
la sección de material y métodos. 
ponden a los espermatozoides antes y después de la reac- 
ción acrosomal. 

Los esquemas corres- 

090355 
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FIGURA 5 

Los datos  representadas e n  e s t a  g rá f i ca  corresponden a l  

promedio + desviación estándar  de 5 experimentos, e n  
donde se determinó l a  f i j a c i ó n  de colchicina-H3 a l a  t u -  
bulina presente  e n  l a  f racc ión  de matr iz  acrosomal. 

- 
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F I G U R A  6 

Fijación de colcnicina-H3 a la tubulina presente en la 
fracción correspondiente a membranas acrosomales. ¿os 

datos representan el promedio + desviación estándar de 
5 experimentos. 

- 

- 
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FIGURA 7 

Cambios en la movilidad de los ecpermatozoides de cobayo 
incubados con Citocalacina B (-O+, Colchicina td-j 
y Vincrictina &a-), todos los compuestos a una concen- 
tración de 50 vM, así como el control (-ej. Cada pun- 
to representa el promedio + desviación estándar de 10 de- 
terminaciones. 

- 
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Efecto de Citocalasina. B sobre la reacción acrosomal de 
los espermatozoídes de cobayo. Las concentraciones uti- 
lizadas fueron 10 pM (-04, 25 pM --$ y 50 pM 

(-4-), as€ como el control & O + .  Cada punto repre- 
senta el promedio + desviación estándar de 5 experimen- 
tos.  

- 
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F I G U R A  9 

Inhibición de la reacción szrosomai en los espermatozoi- 
des de cobayo por diferentss concentraciones de Colchi- 

cina: 10 pM (-o+)# 25 u>! v e - )  y 50  pi^ -+, así 
como el control -4- 
medio + desviación estsnosr de 5 experimentos. 

<sda punto representa el pro- 

- 
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F I G U R A  10 

Efecto de l a  V i n c r i s t i n a  s o b r e  l a  r e a c c i ó n  acrosomal e n  
los  espermatozoidcs  d e  cobayo. E s t e  a lcaloide se u t i l i -  
26 a las s i g u i e n t e s  concen t r ac iones :  1 0  p?f (--o-$, 25 p~ 

C-rt-j y 50 pM (-A--), a s í  como e l  c o n t r o l  r e s p e c t i v o  
(-3-3. 

e s t á n d a r  d e  5 experimentos.  
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FIGURA 11 

Efecto de la incubación simultánea con Citocalasina B y 
Colchicina sobre la reacción acrosomal en los esperriiato- 
zoides de cobayo. Las concentraciones utilizadas que 
están representadas en esta gráfica fueron: Citocalasina 
B 10 pM + Colchicina 13 pM u y Citocalasina B 50 p11 

+ Colchicina 50 pM (-64, as€ como el control (-04. 
Cada punto representa el promedio + desviación ectándar 
de 5 experimentos. 

- 
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DISCUSION. 

En l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  de mamífero l a  r e a c c i ó n  a c r o s o -  
m a l  e s tá  c o n s i d e r a d a  como un p r o c e s o  de s e c r e c i ó n  que 
p e r m i t e  l a  l i b e r a c i ó n  d e l  c o n t e n i d o  e n z i m á t i c o  d e  l a  m a  

t r i z  y m e m b r a n a s  ac rosomales  ( 1 5  1.  L a  r e a c c i ó n  a c r o s o -  
m a l  es i n d i s p e n s a b l e  p a r a  que se l l e v e  a cabo  l a  fer t i -  

l i z a c i ó n ,  ya que e n  1.0s mamíferos  e s t e  p r o c e s o  p e r m i t e  
l a  p e n e t r a c i ó n  de l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  a t r a v é s  d e  l a s  

d i f e r e n t e s  c a p a s  que r e c u b r e n  a l  o v o c i t o ,  es d e c i r ,  l a  

zona p e l l u c i d a ,  e l  cumulus oophorus y l a  co rona  r a d i a -  
t a .  

- 

E n t r e  l a s  ac t iv idades  e n z i m á t i c a s  c o n t e n i d a s  e n  e l  a c r o  
soma se e n c u e n t r a n  enzimas h i d r o l í t i c a s  como las  p r o t e a  
sas, f o s f o l i p a s a s  y A T P a s a s .  L a  p r o t e a s a  a s o c i a d a  con 
l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  de  mamífero que h a  s i d o  m e j o r  carac 
t e r i z a d a  y e s t u d i a d a  es  l a  enzima p a r e c i d a  a t r i p s i n a  
denominada a c r o s i n a .  E s t a  enzima se e n c u e n t r a  como s u  
p r e c u r s o r  i n a c t i v o  p r o a c r o s i n a  h a s t a  que es a c t i v a d a  du 

r a n t e  l a  r e a c c i ó n  a c r o s o m a l ,  s i n  embargo, s u  l o c a l i z a -  
c i ó n  e n  l a s  e s t r u c t u r a s  ac rosomaies  es c o n t r o v e r s i a l  
( 15 1, l o  c u a l  e s  d e b i d o  fundamentalmente a l a s  d i f e r e n  
cias d e  e s p e c i e .  

- 

- 

- 

- 

Stambaugh y Smi th  r e p o r t a r o n  que es ta  p r o t e a s a  p a r e c e  

es ta r  f i rmemente  u n i d a  a a l g ú n  componente e s t r u c t u r a l  
d e l  acrosoma y d e s c r i b i e r o n  una d i s t r i b u c i ó n  o r g a n i z a d a  
de e s t a  a c t i v i d a d  e n z l m á t i c a  en l o s  acrosomas de e s p e r -  
ma tozo ides  de c o n e j o ,  mono r h e s u s  y humano (100). Pos- 
t e r i o r m e n t e  e s t o s  mismos i n v e s t i g a d o r e s  r e p o r t a r o n  l a  
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presencia de estructuras parecidas a microtúbulos en el 
acrosoma de espermatozoides de conejo y mono rhesus y 
sugirieron que estos tfibulos participan en la fijación 
de las proteasas acrosomales ( 45 1. Este trabajo fue 
el primer reporte de la presencia de un sistema de mi- 
crotÚbulos en el acrosoma de los espermatozoides de ma- 
mífero. 

Casi simultáneamente a este trabajo, Peterson y col.en- 
contraron, utilizando microscopla electrónica e incuba- 
ciÓn con el ionóforo A23.187,  que en los espermatozoides 
eyaculados de cerdo se forman estructuras parecidas a 
microtúbulos y microfilamentos cuando sucede la reac- 
ción acrosomal ( 4 6  1. E l l o s  reportaron que observaron 
túbulos en lac inmediaciones tanto de la membrana acro- 
somal externa como de la interna, así como en la región 
postacrosomal. Es tos  investigadores localizaron micro- 
filamentos tanto en el área de la vesiculación como en 
el segmento postecuatorial después de la reacción acro- 
somal. 

De acuerdo con l o s  resultados obtenidos en nuestro tra- 
bajo, estas estructuras tubulares corresponden a las 
formas polimerizadas de la tubulina, ya que mediante 
electroforesis en geles de poliacrilamida y anticuerpos 
monoclonales se localizó la presencia de tubulina en la 
región acrosomal de l o s  espermatozoides de cobayo.. 

Estos microtúbulos corresponderían a la clasificación 
de microtúbulos lábiles, debido a su poltmerización so- 
lamente en algún momento de la reacción acrosomal y al 



75.  

e f e c t o  observado de c o l c h i c i n a  s o b r e  l a  expres ión  fun- 
c i o n a l  de estas e s t r u c t u r a s .  

E s t a  t u b u l i n a  parece l o c a l i z a r s e  preferen temente  en l a s  
membranas acrosomales ,  ya que l a  f i j a c i ó n  de c o l c h i c i -  
na-H3 se  l l e v ó  a cabo preferen temente  en estas e s t r u c t u  
ras.  A s í  mismo, e l  hecho de que los pa t rones  de f l u o -  
r e s c e n c i a  ob ten idos  con e l  a n t i c u e r p o  a n t i  c1 -tubulins 
no v a r í e n  en las  c é l u l a s  permeabi l izadas y s i n  permea- 

b i l i z a r ,  s u g i e r e  que e s t a  p r o t e í n a  s e  encuen t r a  proba-  
blemente a soc iada  con l a  membrana p l a smá t i ca  y / o  l a  

membrana acrosomal e x t e r n a .  L a  p r e s e n c i a  de t u b u l i n a  
membranal ha  s i d o  d e s c r i t a  en d i f e r e n t e s  t i p o s  de cél2 
l a s  ( 1 0 1  1. 

- 

Por o t r a  p a r t e ,  se l o c a l i z ó  también t u b u l i n a  s o l u b l e  en 
l a  m a t r i z  acrosomal ,  l a  c u a l  p o d r í a  p o l i m e r i z a r s e  for- 
mando micro túbulos  en l as  fases i n i c i a l e s  de l a  reac- 
c ión  acrosomal a semejanza de l o  
procesos s e c r e t o r i o s  ( 37 1. F a l t a  t o d a v í a  de te rminar  
l a  mayor p a r t e  de l a s  condic iones  f i s i o l ó g i c a s  o com- 
pues tos  que r e g u l a n  l a  po l imer i zac ión  de estas p r o t e í -  
nas en l o s  acrosomas de los espermatozoides  de mamífero, 
s i endo  l a  calmodulina y los nuc leó t idos  c í c l i c o s  de los 
candida tos  m á s  v i a b l e s  como sucede e n  otros s i s t emas  de 
micro túbulos  l á b i l e s  ( 2 8  1, debido a s u  i n t e r r e l a c i ó n  
d i r e c t a  con e l  c a l c i o ,  ca t iÓn d i v a l e n t e  que p a r t i c i p a  en 
l a  inducc ión  de l a  r e a c c i ó n  acrosomal e n  l o s  espermato- 
zo ides .  Por o t r a  p a r t e ,  t r a b a j o s  r e c i e n t e s  l l e v a d o s  a 

cabo e n  n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  han ind icado  l a  p re senc ia  
de concent rac iones  impor tan tes  de calmodullna t a n t o  en 

r e p o r t a d o  en  o t r o s  
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las membranas acrosoina les  como e n  l a  m a t r i z  acrosomal  
e n  l o s  e spe rma tozo ides  de cobayo,  as í  como l a  p a r t i c i p a  
ciÓn t a n t o  de AMPc como de GMPc e n  l a  r e g u l a c i ó n  de l a  

r e a c c i ó n  ac rosomal  e n  estas c é l u l a s  ( 2 9  1. 

- 

E l  p a t r ó n  de d i s t r i b u c i ó n  de  l a  f l u o r e s c e n c i a  observado 
e n  l o s  e spe rma tozo ides  con r e a c c i ó n  ac rosomal  i n d i c a  l a  
p r e s e n c i a  de  t u b u l i n a  en  l a  membrana ac rosomal  i n t e r n a ,  
como l o  r e p o r t a r o n  P e t e r s o n  y c o l  ( 4 6  ) .  A p e s a r  de  

que es te  p a t r ó n  de  p i m t i l l e o  obse rvado  e n  e s t e  segmento 
d e l  e spe rma tozo ide  p u d i e r a  c o r r e s p o n d e r  a s i t i o s  de i m -  
p l a n t a c i ó n  de  m i c r o t < i b u l o s  según  l o  r e p o r t a d o  p o r  
Stambaugh y Smith pai’a e s p e r m a t o z o i d e s  de mono r h e s u s  
C 4 5  1 ,  es de llamar l a  a t e n c i ó n  que e s t e  p a t r ó n  s e  ob- 
s e r v ó  s o l a m e n t e  con e1 a n t i c u e r p o  monoclonal  a n t i  @ - t u -  
b u l i n a .  

L a  d i f e r e n c i a  o b s e r v a d a  en  e l  p a t r ó n  d e  d i s t r i b u c i ó n  de  
l a  a - t u b u l i n a  ( f l u o r e s c e n c i a  en l o s  e spe rma tozo ides  con 
acrosoma p e r o  no i d e n t i f i c a b l e  e n  e spe rma tozo ides  s i n  
acrosoma) p o d r í a  e x p l i c a r s e  p o r  d i f e r e n c i a s  en  l a  compo 
s i c i ó n  b i o q u í m i c a  de l a  a - t u b u l i n a  a n t e s  y después  de  

l a  r e a c c i ó n  a c r o s o m a l ,  y a  que s e  h a  demost rado  que a igg 
nos a n t i c u e r p o s  monoclonales  a n t i  a - t u b u l i n a  d i f i e r e n  
e n t r e  e l l o s  en  r e l a c i ó n  a s u  r e a c t i v i d a d  a l a  t u b u l i n a  
a i s l a d a  de d i f e r e n t e s  f u e n t e s  ( 1 0 2  1.  A s í  mismo, s e  

ha r e p o r t a d o  que l a  subun idad  c1 de l a  t u b u l i n a  p r e s e n t a  
un r e s i d u o  de t i r o s i n a  en  e l  c a r b o x i l o  t e r m i n a l ,  que 
es tá  r e l a c i o n a d o  con l a  p o l i m e r i z a c i ó n  de l a  t u b u l i n a  
e n  m i c r o t ú b u l o s  ( 1 0 3  ; a l  e n s a m b l a r s e  es ta  p r o t e í n a ,  
l a  a - t u b u l i n a  p i e r d e  s u  t i r o s i n a  t e r m i n a l  y l a  p resen -  
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c ia  o a u s e n c i a  de  e s t e  r e s i d u o  i n f l u y e  e n  la f i j a c i ó n  
d e  d i f e r e n t e s  a n t i c u e r p o s  monoclonales  ( 1 0 4  1. 

L a  p r e s e n c i a  d e  a c t i n a  s e  h a  i d e n t i f i c a d o  e n  numerosas 
c é l u l a s  no muscu la re s  , i n c l u y e n d o  los espe rma tozo ides  
d e  i n v e r t e b r a d o s  mar lnos  , e n  donde T i l n e y  y c o l  ( 38- 

4 2  1 han a i s l a d o  y c a r a c t e r i z a d o  l a  a c t i n a  ac rosomal  y 
han  hecho numerosos e s t u d i o s  p a r a  e l u c i d a r  l o s  mecanis  

mos que  r e g u l a n  l a  p o l i m e r i z a c i ó n  d e l  f i l a m e n t o  ac roso -  

m a l .  

- 

En las c é l u l a s  no m u s c u l a r e s ,  los f i l a m e n t o s  de a c t i n a  

se forman cuando estas c é l u l a s  s e  e n c u e n t r a n  c i n é t i c a  o 
mor fo lóg icamen te  a c t i v a s .  L a  p a r t i c i p a c i ó n  d e  a c t i n a  
en  d i v e r s a s  f u n c i o n e s  d e  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  de  m a m i f e -  
r o  h a  s i d o  s u g e r i d a  For  v a r i o s  i n v e s t i g a d o r e s  que  han  

r e p o r t a d o  s u  p r e s e n c i a  e n  e spe rma tozo ide  de  h a m s t e r ,  
p e r r o ,  c o n e j o  , cobayo , r a t ó n ,  r a t a ,  t o r o  , c e r d o  y huma- 
no ( 47,48 ,49 ,51 ,52  1. En t o d o s  e s t o s  c a s o s ,  l a  i d e n t i  
f i c a c i Ó n  d e  esta p r o t e í n a  se h a  hecho m e d i a n t e  e s t u d i o s  
de  i n m u n o f l u o r e s c e n c i a  u t i l i z a n d o  a n t i s u e r o c  a n t i - a c t i -  
n a ,  p o r  l o  que  e x i s t e n  muchas d i s c r e p a n c i a s  e n  cuan to  a 
s u  l o c a l i z a c i ó n  s u b c e l u l a r .  

- 

En e s t e  t r a b a j o ,  l o s  r e s u l t a d o s  de  l a  e l e c t r o f o r e c i s  de 
m o s t r a r o n  que  e n  e l  acrosoma d e  l o s  e spe rma tozo ides  de  

cobayo,  t a n t o  e n  las  membranas como e n  l a  m a t r i z  a c r o s o  
mal, ex i s t e  un p o l i p é p t i d o  con e l  mismo peso  m o l e c u l a r  

que  l a  a c t i n a  muscu1a.r. E s t o s  d a t o s  j u n t o  con los de  
T a l b o t  y Kleve ( 4 9  1 y de C l a r k e  y c o l  ( 48 1 e n  e l  e s  

pe rma tozo ide  d e  hams te r  y humano r e s p e c t i v a m e n t e ,  además 

- 

- 
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de l a  r eacc ión  de los espermatozoides  de cobayo con an- 
t i c u e r p o  monoclonal a n t i - a c t i n a ,  son una ev idenc ia  i m -  
p o r t a n t e  de que los espermatozoides  de mamífero con t i e -  
nen un t i p o  de ac t in ' 3  no muscular .  Debe mencionarse 
que Talbot  y F rank l in  ( 2 3  r e p o r t a r o n  que lo s  ac roso  
m a s  en lo s  espermatozoides de hamster  s e  cont raen  en 
una fase i n i c i a l  de l a  r e a c c i ó n  acrosomal,  po r  l o  t a n t o ,  
és ta  p o d r í a  ser una d e  las func iones  de e s t a  p r o t e í n a  
c o n t r á c t i l  , e n t r e  ot:ras , en e l  acrosoma. 

- 

L a  microscopía  de ininunof l u o r e s c e n c i a  i n d i r e c t a  u t i l i -  
zando a n t i c u e r p o  monoclonal a n t i - a c t i n a  e IgG-Fluores- 
c e i n a  s u g i e r e  que l a  a c t i n a  es tá  p r e s e n t e  e n  l a  r eg ión  
acrosomal.  S i n  embaingo, es impor t an te  s e ñ a l a r  que se  
l o c a l i z ó  en a q u e l l a s  c é l u l a s  que habían  l l e v a d o  a cabo 
l a  r e a c c i ó n  acrosomai , es  d e c i r , e n  l a  membrana acrosomal 
i n t e r n a .  

Por o t r a  p a r t e ,  a pesa r  de que e l  p e r f i l  e l e c t r o f o r é t i  - 
co de l a s  membranas de l a  r e g i ó n  acrosomal (p l a smá t i ca  
y acrosomal e x t e r n a )  I n d i c ó  l a  p r e s e n c i a  de a c t i n a ,  6s- 
t a  no f u e  accesible  al a n t i c u e r p o  a n t i - a c t i n a .  E s  pos i  - 
b l e  que l a  membrana p lasmát ica  y / o  l a  acrosomal ex te rna  
sean  r e s i s t e n t e s  a los procesos de permeabi l izac ión  
( 4 7  1, ya que t a n t o  l a  a c t i n a  como l a  6-tubulina encon- 
tradas en l a  membrana acrosomal i n t e r n a  no pudieron ob- 

s e r v a r s e  en l o s  espermatozoides i n t a c t o s ,  en l o s  que e l  

acrosoma estaba p r e s e n t e ,  aún en l o s  permeabi l izados .  
En e l  caso  de l a  a c t i n a ,  es p o s i b l e  también que, como 

- C l a r k e  y Yanagimachi s u g i r i e r o n  p a r a  los espermatozoi- 
des d e  r a t a  ( 4 7  ) , e s t a  p r o t e í n a  pud ie ra  estar formando 
complejos con o t r a s  p r o t e í n a s  y sea incapaz  de r eacc io -  
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nar  con l o s  an t i cue rpos  a n t e s  de que s e  l l e v e  a cabo l a  
r e a c c i ó n  acrosomal.  
que en l o s  t r a b a j o s  de Talbot  y Kleve y de  Clarke  y c o l .  
( 48,49 1 no f u e  p o s i b l e  i d e n t i f i c a r  c la ramente  l a  pre-  
s e n c i a  de a c t i n a  e n  1-0s acrosomas u t i l i z a n d o  a n t i s u e r o s  
a n t i - a c t i n a ;  en o t r o s  c a s o s ,  u t i l i z a n d o  espermatozoides 
i n t a c t o s  de  v a r i o s  mamíferos, no h a  s i d o  p o s i b l e  i d e n t i  
f icar  l a  p re senc ia  de  e s t a  p r o t e í n a  en e l  acmsoma ( 4 7 ) .  

A s í  mismo, es impor t an te  s e ñ a l a r  

- 

E s  impor tan te  s e ñ a l a r  que a d i f e r e n c i a  d e  l o  r epor t ado  
po r  d i f e r e n t e s  inves t : igadores ,  no s e  l o c a l i z ó  a c t i n a  m e  
d i a n t e  inmunofluorescencia  e n  l a  r e g i 6 n  postacrosomal ,  
da to  s i m i l a r  a l o  encontrado po r  F l a h e r t y  y c o l .  en es- 

permatozoides de r a t 6 n  ( 5 1  > ;  solamente se observó una 
banda f l u o r e s c e n t e  l c c a l i z a d a  en e l  segmento e c u a t o r i a l  
en l o s  espermatozaides  i n t a c t o s .  Esto e s  impor tan te  ya  
que é s t a  es una r e g i e n  de f u s i ó n  membranal du ran te  l a  

r e a c c i ó n  acrosomal y se ha  suge r ido  que l o s  m i c r o f i l a -  
mentos p a r t i c i p a n  en  e s t e  t i p o  de procesos de f u s i ó n  en 
d i f e r e n t e s  e s t i r p e s  c e l u l a r e s  ( 72,74 1. 

- 

E s  p o s i b l e  que estas d i f e r e n c i a s  en l o s  p a t r o n e s  de d l s  

t r i b u c i ó n  de l a  a c t i n a  en l a  cabeza de  l o s  espermatozoi 
des  e s t é n  r e l a c i o n a d a s  con l a s  d i f e r e n c i a s  en  los t i p o s  
de a n t i c u e r p o s  u t i l i z a d o s  por  l o s  d i f e r e n t e s  grupos de 

i n v e s t i g a d o r e s ;  a s í  mismo, pudieran  deberse  a que los 
an t i cue rpos  r eacc ionen  con de terminantes  a n t i g é n i c o s  de 

l a  a c t i n a  que s e  expongan en  d i f e r e n t e s  condic iones  f i -  

s i o l ó g i c a s  y / o  t r a t a m i e n t o  de l as  c é l u l a s .  

- 
- 

Por o t r a  p a r t e ,  como era de e s p e r a r s e  debido a s u  cons- 
t i t u c i ó n  u l t r a e s t r u c t u r a l ,  los a n t i c u e r p o s  monoclonales 
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u t i l i z a d o s  i d e n t i f i c a r o n  l a  p resenc ia  de p r o t e í n a s  con 
t ráct i les  ( a c t i n a  y las  dos subunidades de la t u b u l i n a )  
en lo s  f l a g e l o s  de los espermatozoides .  

- 

L a  p a r t i c i p a c i ó n  de a c t i n a  y t u b u l i n a  en l a  dinámica de 
l a  r e a c c i ó n  acrosomal. en lo s  espermatozoides  se evaluó 
mediante l a  i n c u b a c i h  de estas células en un sistema 
c a p a c i t a n t e  no sincrCmico, a l  que se a d i c i o n ó  c i t o c a l a -  
s i n a  B ,  a s í  como c o l c h i c i n a  y v i n c r i s t i n a ,  compuestos 
que i n t e r f i e r e n  espec í f icamente  con e l  ensamble y fun- 
c ión  de  los  microf i lamentos  y l o s  mic ro túbu los ,  respec- 
t ivamente ,  en  d i f e r e n t e s  c é l u l a s  e u c a r i ó n t i c a s  ( 3 6 , 9 9  1 .  
S e  ha p ropues to  que lo s  e f e c t o s  de e s t o s  compuestos se 
deben a que i n t e r f i e r e n  con e l  e q u i l i b r i o  ex is ten te  en- 
t re  las formas so lub le  y pol imer izada  de estas p r o t e í -  
nas  c o n t r á c t i l e s  y /o  a l a  i n t e r f e r e n c i a  con e l  ensamble  

de l o s  microf i lamentos  y l o s  mic ro túbu los ,  debido a la 
formación de complejos a c t i n a - c i t o c a l a s i n a  B y tubu l ina -  
c o l c h i c i n a  o - v i n c r i s t i n a .  

Cuando se  incubaron l o s  espermatozoides  de cobayo con 
e s t o s  compuestos, se encontró una i n h i b i c i ó n  s ign i f i ca -  
t i v a ,  dependiente  de l a  d o s i s ,  en la  r e a c c i ó n  acrosomal 
l a  c u a l  a l canzó  s u  máxima e f i c i e n c i a  después de 4 ho ras  
de incubac ión  cuando en e l  c o n t r o l  h a b í a  77-79% de  c é l u  
las  con r e a c c i ó n  acrosomal.  Es tos  r e s u l t a d o s  pueden 
c o n s i d e r a r s e  como ev idenc ia s  de que s e  i n t e r f i r i ó  con 
la func ión  de l a  t u b u l i n a  y l a  a c t i n a  en l a  r e a c c i ó n  
acrosomal, debido a que e s t o s  compuestos t i e n e n  una se- 

l e c t i v i d a d  e s p e c í f i c a .  

- 
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E s  i m p o r t a n t e  e l  que l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  con v in-  
C r i s t i n a  y c i t o c a l a s l n a  B después  de l a  p r i m e r a  h o r a  de  
i n c u b a c i ó n ,  p u d i e r a n  d e b e r s e  p o s i b l e m e n t e  a u n  e f e c t o  
b i f á s i c o  de e s t o s  compuestos  en e l  acrosoma d e  l as  c é l u  

l a s ,  e l  c u a l  p o d r í a  s e r  s i m i l a r  a l  efecto r e p o r t a d o  de  
v i n c r i s t i n a  y c i t o c a l - a s i n a  B e n  las  c é l u l a s  de l o s  
i s l o t e s  d e  Langerhans d e l  p á n c r e a s  d u r a n t e  la s e c r e c i ó n  
de  i n s u l i n a  ( 1 0 5 , 1 0 6 ) . 0 b v i a m e n t e ,  es ta  s u g e r e n c i a  re -  
q u i e r e  de  una mayor i . nves t igac iÓn  p a r a  i d e n t i f i c a r  e l  
mecanismo de  a c c i 6 n  de  e s t o s  compuestos en  e l  acrosoma 
de  l o s  e spe rma tozo ides  d e  mamífero.  

- 

Por o t r a  p a r t e ,  es i m p o r t a n t e  mencionar  que se cons ide -  
ró como un p re - r equ i s i to  en  el s i s t e m a  e x p e r i m e n t a l  que 
los i n h i b i d o r e s ,  a 1a.s c o n c e n t r a c i o n e s  u t i l i z a d a s ,  no  

i n t e r f i e r a n  con  l a  v i a b i l i d a d  y / o  con l a  m o v i l i d a d  c e l u  
l a r  ya que es i m p o r t a n t e  que las  c é l u l a s  t u v i e r a n  las  

c o n d i c i o n e s  metaból icas  a p r o p i a d a s  p a r a  g a r a n t i z a r  l a  

c a p a c i d a d  d e  l l e v a r  a cabo  l a  r e a c c i ó n  a c r o s o m a l ,  y que  
e l  e f e c t o  obse rvado  se  d e b i e r a  a l a  i n t e r a c c i ó n  se lec t& 

va d e  los compuestos con  l a  a c t i n a  y l a  t u b u l i n a  p r e s e n  
t e s  e n  l a  r e g i ó n  ac rosomal .  

- 

- 

L a  m o v i l i d a d  en  l as  c é l u l a s  t r a t a d a s  con los i n h i b i d o -  
res f u e  s i m i l a r  a l a  de las c é l u l a s  c o n t r o l ,  e x c e p t o  
cuando se i n c u b ó  con e l  a l c a l o i d e .  v i n c a  e n  donde se  en- 
c o n t r ó  un inc remen to  en l a  m o v i l i d a d .  E s t o s  r e s u l t a d o s  

p e r m i t e n  s e ñ a l a r  que l as  d i f e r e n c i a s  o b s e r v a d a s  e n t r e  
l a  s e n s i b i l i d a d  d e  l a  t u b u l i n a  ac rosomal  y la t u b u l i n a  

d e l  f l a g e l o  a l a  c o l c h i c i n a  y l a  v i n c r i s t i n a ,  p o d r í a  d e  

b e r s e  a d i f e r e n c i a s  en  la p e r m e a b i l i d a d  y p r o p i e d a d e s  
- 



82. 

es t ruc tura les  de 1'1 rricrnbr;ina p l a s m á t i c a  e n  ambas r e g i o -  
n e s  d e l  espermatozoi  de, l as  c u a l e s  p o d r í a n  ser i n d u c i -  
das p o r  e l  p r o c e s o  dc c a p a c i t a c i ó n  ( 8,lO 1, o b i e n ,  p g  

d r í a n  r e f l e j a r  equ ¡ l . i b r i o s  i n t r í n s e c o s  d i f e r e n t e s  e n  e s  
t a s  dos  poblacionc!:: d e  m i c r o t ú b u l o s  ( 5 3  1. 

E l  i n c r e m e n t o  t r a n : : i t o r i o  e n  l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  c a l c i o  
l i b r e  e n  e l  c i t o c o L  cn r e s p u e s t a  a a l g ú n  e s t í m u l o ,  r e g s  
la muchos p r o c e s o s  d e p e n d i e n t e s  de c a l c i o  e n  las Célu- 
las an ima les  ( 1 0 7  > .  E l  c a l c i o  l i b r e  e je rce  s u  e f e c t o  
al u n i r s e  a p r o t e í n a s  de b a j o  p e s o  m o l e c u l a r  como la 
ca lmodu l ina ,  e n t r e  o t r a s  ( 107z108 1 .  

E l  r e q u e r i m i e n t o  dc  c a l c i o  p a r a  que  se  l l e v e  a cabo la 
r e a c c i ó n  acrosomal e n  l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  d e  mamífero 
es tá  b i e n  documentado desde e l  t r a b a j o  de  Yanagimachi y 
Usui ( 2 1  > ;  s i n  embargo,  se  sabe poco acerca de  l o s  m e  
canismos b ioqu ímicos  que r e l a c i o n a n  a e s t e  c a t i ó n  d iva-  
l e n t e  con l o s  e v e n t o s  c e l u l a r e s  s u b s e c u e n t e s .  L a  calmo - 
d u l i n a ,  t ambién  e n  l a  r e a c c i ó n  a c r o s o m a l ,  p o d r í a  t e n e r  
un p a p e l  modulador ya que s e  ha e s t a b l e c i d o  que los m i -  
c r o f i l a m e n t o s  y los m i c r o t ú b u l o s  t i e n e n  una r e s p u e s t a  
d i f e r e n c i a l  al calcio,  e n  r e l a c i ó n  a s u  p o l i m e r i z a c i ó n  
y/o d e s p o l i m e r i z a c i ó n  ( 28  ) .  

E s t a  p r o t e í n a ,  la c a l n o d u l i n a ,  p o d r í a  p a r t i c i p a r  t a m -  
b i é n  en  la a c t i v a c i ó n  d e  f o s f o d i e s t e r a s a s  de  n u c l e ó t i -  
dos  c í c l i c o s  , a d e n i l i l  c ic lasa ,  C a + +  - A T P a s a ,  p r o t e i n  
c i n a s a s ,  e t c  ( 107,1138 ) .  En l o s  e s p e r m a t o z o i d e s  de ra - 
ta, se h a  demos t r adc  l a  p r e s e n c i a  e n  e l  acrosoma de f o s  
f o d i e s t e r a s a s  d e p e n d i e n t e s  de c a l c i o  y moduladas por 
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ca lmodu l ina  ( 1 0 9  1. 

L a  comple ja  i n t e r r e l a c i ó n  e n t r e  c a l m o d u l i n a ,  mic ro túbu  - 
los y m i c r o f i l a m e n t o s  e n  e l  acrosoma,  e n  r e l a c i ó n  con 

l a  r e a c c i ó n  ac rosomal  es mot ivo  de s u g e r e n c i a  a t r ac t i -  
va a d e t e r m i n a r ,  y a  que s e  h a  r e p o r t a d o  que  fármacos an 
t i c a l m o d u l i n a  como l a  t r i f l u o p e r a c i n a  y l a  c lo rp romac i -  
na  i n h i b e n  l a  r e a c c i i j n  ac rosomal  en  los espe rma tozo ides  

d e  cobayo ( 1 1 0  1. 

L a  ca lmodu l ina  i n h i b e  l a  p o l i m e r i z a c i ó n  de los micro tú-  
b u l o s  in v i t t r o  e n  p r e s e n c i a  d e  c o n c e n t r a c i o n e s  micromo- 
lares  d e  c a l c i o  y e n  a u s e n c i a  de MAPs ( 6 0 , 6 4  > ;  s i n  e m  

b a r g o ,  cuando l a  c o n c e n t r a c i ó n  d e  c a l c i o  es menor a 

1 &IM o e x i s t e n  MAPs e n  e l  sistema e l  e f e c t o  es muy esca 
so ( 111 1 .  E s t o  s u g i e r e  que l a  p a r t i c i p a c i ó n  d e  l o s  
m i c r o t ú b u l o s  e n  l a  r e a c c i ó n  acrosomal  p u d i e r a  s e r  a n t e -  
r i o r  a l  i n f l u j o  d e  c a l c i o .  Por o t r a  p a r t e ,  l a  p o l i m e r i  

z a c i ó n  d e  a c t i n a  r e q u i e r e  c a l c i o  y es f a v o r e c i d a  p o r  
ca lmodu l ina  ( 108 1 ; p o r  l o  t a n t o ,  e s t a  p r o t e í n a  p o d r í a  
e jercer  s u  e f e c t o  s i inu l táneamente  y /o  p o s t e r i o r m e n t e  a l  

i n f l u j o  de e s t e  c a t i 6 n  d i v a l e n t e .  

- 

- 

- 

F i n a l m e n t e ,  Weissmanri y c o l .  a l  e s t u d i a r  l a  l i b e r a c i ó n  
a l  medio e s t r a c e l u l a r  d e  h i d r o l a s a s  l i s o s o m a l e s  p o r  l e u  - 
c o c i t o s  e s t i m u l a d o s  con simógeno o p a r t í c u l a s  de l á t e x ,  
p ropuso  que e s t e  fenómeno e s t á  a s o c i a d o  con e l  ensamble 

o desensamble  t r a n s i t o r i o  de m i c r o t ú b u l o s  c i t o p l a s m á t i -  
cos ( 112). Ellos p r o p u s i e r o n  también  una h i p ó t e s i s  
y i n / y a n g  p a r a  l a  modulación de l a  l i b e r a c i ó n  e n z i m á t i c a ,  
en  l a  c u a l  e l  GMPc i n c r e m e n t a  l a  s e c r e c i ó n  e n z i m á t i c a  

m i e n t r a s  que e l  AMPc y o t r o s  compuestos que inducen  e l  
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desensamble d e  los m i c r o t ú b u l o s  i n h i b e n  l a  l i b e r a c i ó n  
de las enzimas l i s o s o m a l e s  ( 1 1 2  1 .  

E s  i m p o r t a n t e  mencionar  que s e  h a  r e p o r t a d o  que e l  AMPc 
t i e n e  una p a r t i c i p a c i ó n  i m p o r t a n t e  e n  l a  i n d u c c i ó n  y rg 
g u l a c i ó n  de  l a  c a p a c i t a c i ó n  e n  l o s  e spe rma tozo ides  d e  
mamífero ( 5 , 6 , 1 1 3  1 y que l a  r e l a c i ó n  GMPc/AMPc modula 

l a  r e a c c i ó n  acrosomal- e n  l o s  e spe rma tozo ides  d e  hams te r  
y d e  cobayo ( 3 4 , 3 5  ;I; a s í  mismo, se ha demostrado que 
l a s  membranas e s p e r m á t i c a s  poseen  r e c e p t o r e s  e s p e c í f i -  
cos  p a r a  AMPc ( 1 3  1 y Reyes y c o l  e n c o n t r a r o n  que las  
c o n c e n t r a c i o n e s  d e  AMPc y GMPc e n  l as  s e c r e c i o n e s  de  
Útero  y o v i d u c t o  e n  l a  c o n e j a  se m o d i f i c a n  en  f u n c i ó n  de 

t i empo  después  de  l a  cópu la  ( 5 1. L a  r e l a c i ó n  GMPc/ , 

AMPc e n  e l  f l u i d o  d e  t rompa d e  f a l l o p i o  a l c a n z a  s u  v a l o r  

más a l t o  6 h o r a s  después  d e  l a  c ó p u l a  y es te  hecho c o i s  
c i d e  de  manera i n t e r e s a n t e  con las  e t a p a s  f i n a l e s  d e l  

p r o c e s o  d e  c a p a c i t a c i ó n ,  p o r  l o  t a n t o  con e l  p r o c e s o  de  
l a  r e a c c i ó n  acrosomal-,  e n  e s t e  mamífero.  

E s t o s  d a t o s  además d e l  hecho de  que se  h a  p o s t u l a d o  una 
r e l a c i ó n  e s t r u c t u r a l  y f u n c i o n a l  muy c e r c a n a  e n t r e  e l  

acrosoma e n  l o s  e spe rma tozo ides  d e  m d f e r o  y los l i s o -  

somas, as í  como l o s  r e s u l t a d o s  p r e s e n t a d o s  e n  e s t e  t ra -  
b a j o ,  apoyan l a  h i p ó t e s i s  p r e s e n t a d a  d e  que  e n  l a  d iná -  
mica d e  l a  r e a c c i ó n  acrosomal  e n  l o s  e spe rma tozo ides  de  

mamífero,  l a  a c t i n a  4 7  l a  t u b u l i n a  t i e n e n  un p a p e l  impor - 
t a n t e  como s u c e d e  e n  o t r o s  sistemas s e c r e t o r i o s .  Es t e  
fenómeno p o d r í a  estar. modulado por una r e l a c i ó n  p r e c i s a  
de n u c l e ó t i d o s  c í c l i c o s  y los cambios en l a  concen t r a -  
c i ó n  d e  c a l c i o ,  a través d e l  ensamble-desensamble de m i  - 

c r o t ú b u l o s  y m i c r o f i l ~ a m e n t o s  e n  l a  r e g i ó n  ac rosomal ,  de 
acue rdo  con los r e q u e r i m i e n t o s  fisiológicos de  l a s  c é l u l a s .  
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CONCLUSIONES. 

Debido a la relación estructural y funcional que existe 
entre el acrosoma en l o s  espermatozoides de mamífero y 
otros sistemas secretores en diferentes estirpes celula 
res, en donde el ensamble y desensamble de microtúbulos 
y microfilamentos regula la exocitosis, se consideró ne 
cesario determinar cualitativa y cuantitativamente la 
presencia de proteínas cortráctiles como tubulina y ac- 
tina en el acrosoma (membrana y matriz acrosomales) de 
los espermatozoides de mamífero, en este caso cobayo y 
se propuso que éstas se ensamblarían durante la reac- 
ción acrosomal para f’ormar microtúbulos y microfilamen- 
t o s .  

- 

- 

En este estudio se demostró mediante electroforesis ver 
tical en geles de poliacrilamida-SDS e inmunofluorescen 
cia indirecta la presencia de proteínas cuyas caracte- 
rísticas bioquímicas coinciden con l a s  conocidas para 
actina y tubulina, tanto en la fracción membranal del 
acrosoma COEO en la matriz acrosomal. Además, se encon 
trÓ que los inhibidores para microfilamentos y microtú- 
bulos citocalasina B, colchicina y vincristina interfie 
ren con la reacción acrosomal inducida por calcio y de- 
bido a sus mecanismos de acción en relación a l o s  micro 
filamentos y microtÚbulos es posible sugerir la partici 
pación de estas proteínas contráctiles en la reacción 
acrosomal. 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

P o r  otra parte, debido a los mecanismos que regulan la 
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po l imer i zac ión  de ac-iina y t u b u l i n a  es p o s i b l e  que s u  
acc ión  sea s e c u e n c i a l ,  e s  d e c i r ,  t u b u l i n a  a n t e s  d e l  i n -  
f l u j o  de c a l c i o  y a c t i n a  simultáneamente o poster iormen - 
t e  a es te  evento ,  a s p e c t o  también motivo de i n v e s t i g a -  
c ión .  

D e  acuerdo a l o s  mecanismos molecu la re s  propuestos  pa ra  
l a  r e a c c i ó n  acrosomal-, l a  formación y funcionamiento de 

e s t o s  organelos  parecen e s t a r  r egu lados  a s u  vez a t r a -  
vés d e l  e f e c t o  de calmodulina y l o s  cambios en las  con- 
c e n t r a c i o n e s  endógenas y exógenas de c a l c i o  y n u c l e ó t i -  
dos c í c l i c o s ,  como r e s p u e s t a  a pr imeros mensajeros  espe - 
c í f i c o s  y t en iendo  como r e s u l t a d o  l a  a c t i v a c i ó n  y s e c r e  
ciÓn de l as  enzimas acrosomales .  

- 

Por l o  t a n t o ,  l a  p r e s e n c i a  de p r o t e í n a s  c o n t r á c t i l e s  en 
e l  acrosoma de los espermatozoides  de cobayo y s u  p a r t i  
c i p a c i ó n  en l a  r eacc ión  acrosomal apoyan l a  h i p ó t e s i s  
propues ta  de que l a  r e a c c i ó n  acrosomal en  l o s  espermato - 
zoides  de mamífero parece  t e n e r  carac te r í s t icas  en co- 
mún con un proceso  de s e c r e c i ó n .  

L 

A e s t e  e s t u d i o  deber2.n s e g u i r  las es t ra tegias  pa ra  cono - 
ter los mecanismos moleculares  que r e g u l a n  e l  ensamble 
de es tas  e s t r u c t u r a s ,  a s í  como también de terminar  s u  10 
c a l i z a c i ó n  s u b c e l u l a r  en e l  acrosoma. 
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