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CAPITULO

I



INTRODUCCION.

A partir del momento en que el hombre empezd a estudiar
y a conocer la fisiologlia de su organismo ha tratado de
regularla y, en el caso de su reproduccidn, ha buscado
algln método mégico, mec&nico o terapéutico que impida
la concepcidn o limite el tamafio 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 periddica; 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 hormonal de la ovulacidn en
los afios 50, produjo un incremento significativo en la
seguridad de la anticoncepcidén, lo mismo que el desarro
1llo y re-evaluacidn del uso de los dispositivos intrau-
terinos a partir de la década de los 60. Sin embargo,
actualmente se ha incrementado también el conocimiento
de los riesgos y efectos adversos de este tipo de medi-
das anticonceptivas, lo que ha sefialado la necesidad de
implementar programas de investigacidn que mejoren los
métodos existentes de regular la fertilidad y que dise-

flen alternativas a los mismos.

Durante la Gltima década se ha tratado de implementar me
todologia para regular la fertilidad a nivel de la trom-
pa de fallopio, principalmente interfiriendo con la fer-

tilizacién y/o con el transporte del ovocito antes o des



pués de la fertilizacidn mediante el uso de hormonas es
teroides, prostaglandinas o férmacos oxitdcicos ( 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 basicos in-
dispensable para establecer una correlacidn estricta en-
tre la anatomia, fisiologia de la trompa de fallopio y
los aspectos bioquimicos y endocrinoldgicos que partici-

pan en los eventos de la reproduccidn.

La reaccidn acrosomal en los espermatozoides de mamifero
es un proceso que se lleva & cabo en la regidn ampular de
la trompa de fallopio, en las inmediaciones del ovocito,
y es un prerrequisito esencial para que suceda una ferti-
lizacidén ( 2 ), por lo que el conocimiento de los mecanis
mos moleculares que inician y regulan este fendmeno permi
tird posiblemente desarrollar compuestos o dispositivos
més seguros y efectivos, que interfieran con alguno de
los diferentes pasos que se suceden en la reaccidn acroso

mal y por lo tanto impidan la fertilizacidn.



CAPACITACION.

Desde hace m&s de 30 afios se sabe que los espermatozoi-
des eyaculados de mamifero necesitan permanecer en el
tracto genital femenino durante cierto tiempo para adqui
- rir la capacidad de fertilizar al dvulo ( 3 ). Durante
su transporte en el Gtero y la trompa de fallopio, estas
células experimentan una serie de cambios bioquimicos,
ultraestructurales y funcionales que integran el proceso
de capacitacidn ( 4 ); evento necesario en todas las es-
pecies de mamifero estudiadas hasta ahora, por lo que
puede asumirse que es un pre-requisito general del proce

so de fertilizacidn en estas especies animales.

La capacitacidn incluye varias etapas secuenciales (3,4):
una de ellas es la activacidn, que incluye un cambio en

la velocidad y tipo de movimientos flagelares; otra eta-
pa es la capacitacidn propiamente dicha, que implica un

cambio en las estructuras y por lo tanto en las propieda
des de la membrana del espermatozoide y culmina con la

fusidn entre las membranas plasmitica y acrosomal exter-
na en una tercera etapa, la reaccidn acrosomal. Las dos
primeras fases de este proceso se llevan a cabo en el en
dometrio periovulatorio y la tercera. en la regidn ampular

de la trompa de fallopio.

No se ha establecido con precisidén la interrelacidn en-
tre el (los) factor(es) presente(s) en las secreciones
del tracto genital femenino en el efecto estimulante en
la movilidad y metabclismo del espermatozoide, sin embar

g0, se ha determinado que compuestos como los nucledti-



dos ciclicos AMPc y GMPc, las hormonas esteroides estra
diol y progesterona, la composicidn idnica del microam-
biente endometrial, los substratos, la albtmina, etc

(5,6), tienen un papel importante.

Durante la primera etapa de la capacitacidn, simulténea
mente al cambio en las caracteristicas de la movilidad
hacia un patrdn vigoroso, progresivo y unidireccional,
se observa también un incremento en la actividad metabd
lica del espermatozoide, ya que aumentan tanto el consu
mo de oxigeno como la actividad glicolitica, observéando
se también un cambio en la utilizacidn preferencial de
glucosa tanto por la via de Embden-Meyerhoff como a tra
vés del ciclo de las pentosas ( 7 ).

Se ha reportado también que durante la capacitacidn 4n
vitro, se llevan a cabo cambios en la distribucidn de
las particulas intramembranales, tanto en el flagelo co
mo en las regiones acrosomal y postacrosomal del esper-
matozoide de cobayo (8 ), fendmeno que es seguido por
la reaccidn acrosomal ( 4 ). Estos cambios son més sig
nificativos debido a que algunos de los factores que in
ducen capacitacidn (fuerza idnica elevada, tripsina, 1i
solecitinas, neuraminidasa, virus Sendai) estimulan el
agrupamiento de particulas intramembranales en otros ti
pos celulares y estln estrechamente relacionados con la

fusidn membranal.

Se han descrito también cambios en el glicocalix de 1los
espermatozoides sobre todo en la regidn acrosomal indu-

cidos por liquido folicular ( 9 ); estos cambios son



debidos posiblemente a la pérdida de glicoproteinas su-
perficiales. Por otra parte la conformacidn de las pro
teinas intrinsecas de la membrana acrosomal del esperma
tozoide humano y la membrana plasmidtica que la recubre,
experimentan modificaciones al incubar las cé&lulas es-
permdticas con AMPc y/o con liquido folicular (la con-
formacidén cambia de una estructura B muy estable hacia
la hélice a o el enrollamiento al azar, que son menos
estables ( 10 ). Estos cambios estructurales parecen
iniciarse por la fosforilacidn de proteinas membranales
dependientes de AMPc ( 11 ).

Por lo tanto, la capacitacidn puede considerarse como
un cambio en las macromoléculas membranales intrinsecas
(proteinas, glico o lipoproteinas o lipidos), el cual
produce una reduccidn 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 fusidn
membranal. Estos cambios en la movilidad membranal in-
trinseca se reflejan en la diferente proporcidn accesi-
ble de grupos funcionales como los grupos -SH membrana-
les, cuya presencia es indispensable para que se lleven
a cabo normalmente la capacitacidn y la singamia ( 12 )
asi como también en la funcionalidad de receptores mem-
branales para AMPc ( 13 ) y estrdgenos ( 14 ) o de gru-
pos funcionales relacionados con el transporte membra-

nal de substratos y cofactores ( 14 ).



REACCION ACROSOMAL.

La reaccidn acrosomal en el espermatozoide de mamifero
es un proceso que incluye la fusidn y vesiculacidn de
la membrana acrosomal externa y la membrana plasmiatica
que la recubre. Este evento es tan esencial para la
fertilizacidn como la movilidad espermatica adecuada,ya
que permite la secrecidn y/o liberacidn de las enzimas
que se encuentran tanto en la matriz acrosomal como uni
das a las membranas (15), lo cual va a permitir a los
espermatozoides penetrar las diferentes capas que recu-
bren al ovocito (cumulus oophorus, corona radiata y zo-
na pellucida), asi como la membrana plasmatica de esta
célula (3,4).

Los eventos que suceden durante la capacitacidn y que
participan en la facilitacidn de la reaccidn acrosomal
en los mamiferos incluyen: la pérdida de proteinas es-
tabilizantes de la superficie del espermatozoide (1£,17);
cambios en la fluidez membranal (18 ) y cambios ultraes
tructurales sutiles en los componentes de la membrana.
La diferencia més importante entre la " reaccidn acroso
mal" en los espermatozoides de invertebrados ( 1% ) y
la reaccidn acrosomal en los espermatozoides de mamife-
ros es que esta Gltima no incluye la produccidn de un

filamento elongado de actina (proceso acrosomal).

Los eventos morfoldgicos considerados caracteristicos de
la reaccidn acrosomal en el espermatozoide de mamifero
se han estudiado tanto en humanos como en conejecs, rocdo

res, cerdos, etc (4,20). Estudics de microscopla clec-



trénica de transmisidn indican que la reaccidn acroso-
mal " verdadera " en el espermatozoide es una fusién
membranal progresiva y organizada, seguida de la vesicu
lacidn en la que participan la membrana acrosomal exter
na y la membrana plasmitica que recubre la cabeza esper
mitica y que tiene como consecuencia la liberacidn del

contenido soluble del acrosoma (2,15).

Un criterio importante de microscopia electrdnica para
considerar la reaccidn acrosomal como " verdadera " es
la fusidn de la membrana acrosomal remanente con la mem
brana plasmitica en la regidén ecuatorial, conservandose
asi la continuidad de las membranas espermiticas (2,8).
Este proceso de fusidn y vesiculacidn se inicia en el

borde apical del acrosoma de los espermatozoides.

Existen también reacciones acrosomales " falsas ", las
cuales se observan en los espermatozoides muertos o en
degeneracidn ( 2 ). En este caso, los cambios membrana
les suceden al azar. Utilizando un microscopio de luz,
la pérdida total o parcial del acrosoma en espermatozol
des muy mdviles se considera generalmente como represen
tativa de una reaccidn acrosomal normal. En estudios
con microscopia de luz puede observarse también un movi
miento muy vigoroso del flagelo, denominado activacidn
(21 ); la presencia de un porcentaje elevado de reaccio
nes acrosomales en espermatozoides mdviles, simulténea-
mente con un porcentaje elevado de activacidn, se consi
dera generalmente como una indicacidn de capacitacién y

.. . e s
reaccion acrosomal fisioldgica .



In vitro, la reaccidn acrosomal se ha inducido mediante
el uso de sistemas sincrdnicos o no sincrdnicos de incu
bacidn, asi como también medios quimicamente definidos
© a los que se afiaden fluidos bioldgicos como por ejem-
plo liquido folicular, sueros sanguineos, extractos de

adrenales, etc. (2,6 ),

En los sistemas de capacitacidn £in vitro existen facto-
. . s .- .

res, ademads de su composicidn quimica, que influyen en

el desarrollo de la reaccidn acrosomal, como por ejem-

plo el pH, 1la cantidad de espermatozoides utilizada en

la incubacidn, la presidn osmdtica del medio y la tempe

ratura de incubacidn ( 22 ).

A pesar de que 4{n v{vo la reaccidn acrosomal en los es-
permatozoides de mamifero pudiera ser instanténea, 4n
vitro existen evidencias que sugieren que la reaccidn
acrosomal tarda de 3-6 minutos en los espermatozoides
de cobayo (21 ) y 10-20 minutos en los espermatozoides
de hamster (23 ), después del periodo de capacitacidn
considerado para cada especie. Debido a la evolucidn
de los estudios de este proceso, se ha propuesto que el
iniciador fisioldgico pudiera ser desde un idn inorgéani
co mono o divalente, hasta alguna proteina presente en
las secreciones de la regidn ampular de la trompa de
fallopio, en las diferentes capas que recubren al ovoci
to (2,2), o bien algunas moléculas con las caracteristi

cas y propiedades de los glicosaminoglicanos (24 ).

Actualmente se considera que es la accidn concertada

del microambiente periovulatorio de la trompa de f(allo-
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pio, como por ejemplo cationes y aniones (Na+, K+, Ca+t
zn't Mg++ . Ccl P04_3), prolactina y nucledtidos ci-
clicos (GMPc/AMPc)y los componentes bioquimicos tanto de
la matriz acrosomal como de las membranas correspondien-
tes a esta entidad, el mecanismo que inicia y regula la

reaccidn acrosomal en los espermatozoides de mamifero.
PARTICIPACION DEL CALCIO Y OTROS CATIONES.

Una de las similitudes que existe entre los eventos de
la exocitosis en las células secretoras y la reaccidn
acrosomal, tanto en los espermatozoides de mamifero co-
mo en los de invertebrados, es el requerimiento de la

interaccidn membranal y el influjo de calcio.

Los requerimientos de calcio para que se lleve a cabo

la reaccidn acrosomal en los espermatozoides de inverte
brado se conocen desde hace muchos afios ( 2 ); sin em-
bargo, no fue sino hasta el trabajo de Yanagimachi y
Usui ( 21 ) que se demostrd que el calcio es esencial pa
ra que suceda la reaccidn acrosomal £Ln vitro en los es-
permatozoides de mamifero. En sus experimentos, la reac
cidn acrosomal podia inducirse en pocos minutos en la
mayoria de los espermatozoides cuando se afiadia calcio

a espermatozoides de cobayo preincubados, en un medio
libre de calcio conteniendo albUmina. Otros investiga-
dores ( 25,26 ) han utilizado el iondforo A23187 para
demostrar la participacidn del calcio en la reaccidn
acrosomal en los espermatozoides de cobayo y de hamster.

El iondforo A23187 facilita la permeabilidad de la mem-
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brana espermdtica al calcio, por lo que la fijacidn de
calcio parece ser necesaria para que suceda este fenbme
no. Posteriormente Babcock y col. observaron que un po
co antes o simult@neamente a la reaccidn acrosomal en

el espermatozoide de cobayo existe una fijacibén de Ca
¢ 27 ).

En este contexto Yanagimachi y Usui ( 21 ) sugirieron va
rios mecanismos posibles por los cuales el catt podria
participar en la reaccidn 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 fosfolipidos de la membrana e induzca de alguna mane
ra cambios en la permeabilidad, lo que aumentaria el in
flujo de agua al acrosoma hinchandolo, por lo tanto
aproximando las membranas; c¢) actuando a través de un
efecto sobre las enzimas espermdticas o bien regulando
el ensamble y desensamble de proteinas contréctiles

(28 ). Todos estos efectos deben estar mediados a tra-
vés de una protelna reguladora de calcio, la calmoduli-
na, cuya concentracidn es particularmente elevada en el

acrosoma del espermatozoide de mamifero ( 29).

Yanagimachi y Usui ( 21 ), han demostrado que el estron-
cio, pero no el magnesio, pueden reemplazar al calcio
en el medio como un estimulo para la induccidn de la
reaccidn acrosomal (el magnesio tiene un efecto inhibi-
torio). Asi mismo, Meizel y Lui ( 30 ) reportaron que
la presencia de zinc en el medio de incubacidn inhibe
la reaccidn acrosomal en el espermatozoide de hamster;

sin embargo, Santos-Sacchi y Gordon demostraron que el
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zince tiene un efecto estimulador de la reaccidn acroso-

mal cuando actla sinérgicamente con el GMPc ( 31 ).

Por otra parte, se ha sefialado que los cationes monova-
lentes, principalmente el H y el it tienen también una
participacién importante en la regulacidn de la reaccidn
acrosomal ( 2 ), asi como también sustratos como el &ci-
do pirfivico y el &cido léctico ( 32 ), catecolaminas

( 33 ), hormonas esteroides ( 29 ), nucledtidos cicli-
cos (34,35), etc.

El acrosoma en los espermatozoides de mamifero ha sido
comparado con un lisosoma o con un granulo secretor de-
bido a su origen, estructura y fisiologia (2,15), por
lo que no es sorprendente gque acrosomas, lisosomas y

Pd - . . .
granulos secretores puedan ser extraordinariamente siml
lares, no solamente en sus caracteristicas estructura-

les, sino también en sus expresiones funcionales.

Uno de los procesos que tienen en comin estos organelos
es la exocitosis, o un evento similar, ya que durante

la secrecidn exdcrina en las cé&lulas somdticas se lleva
a cabo la fusidn de la membrana del granulo secretor

con la membrana plasmitica de la célula, seguido de la
ruptura de las membranas fusionadas y la liberacidn del
contenido del granulo, mecanismo semejante al descrito
para la reaccidn acrosomal; sdlo que mientras que en la
exocitosis de células secretoras la integridad membranal
se restaura después del proceso secretorio, en la reac-

cidn acrosomal las membranas fusionadas se vesiculan y
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se pierden como parte del proceso. Otras similitudes
descritas entre los eventos de la exocitosis y la reac-
cidn acrosomal en los mamiferos incluyen el requerimien
to de calcio (4,15 y la desaparicidn de particulas in-
tramembranales tanto en los sitios de exocitosis como

en las membranas acrosomales (8,15).

Se ha sugerido que el funcionamiento de los granulos se
cretores y los lisosomas en diferentes tipos de células
como los islotes -8 del péncreas, las glandulas submaxi
lares, los melanocitos, las células tiroideas y de la
gldndula mamaria, los leucocitos polimorfonucleares, etc.
estd regulado, entre otros factores, mediante la inte-
raccidn de microtibulos y microfilamentos, los cuales a
su vez estln regulados a través de cambios enddgenos en
las concentraciones de calcio y nuclebtidos ciclicos
(AMP y GMP) como respuesta a primeros mensajeros especi-
ficos (28 ).

Por otra parte, diferentes investigadores (36,37)han de-
mostrado que los compuestos que modifican la estructura
y/o funcionamiento de estas entidades (colchicina, vin-
blastina, vincristina, citocalasinas) inhiben la libera

cidn de los productos propios de cada tipo de célula.

En los acrosomas de invertebrados se ha descrito la pre
sencia tanto de microtGbulos como de proteinas pareci-
das a actina (19) y se ha propuesto también que partici
pan en la reaccidn acrosomal y la interaccidn de los ga
metos. Tilney y colaboradores han estudiado de manera

extensa la presencia de filamentos de actina en los pro
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cesos acrosomales de los espermatozoides de invertebra-
dos marinos, asi como también los mecanismos bioquimi-
cos que regulan la polimerizacidn de esta actina duran-
te la " reaccidn acrosomal "(38-42). Ademd3s se ha suge-
rido que el papel fisioldgico de los microt@bulos en la
cabeza de los espermatozoides puede estar relacionado

con el mantenimiento de la forma del acrosoma (43-uh).

Existen algunos reportes relacionados con la presencia
tanto de actina como de microtlbulos en la cabeza del
espermatozoide de mamifero (45-52). Stambaugh y Smith

( 45 ) describieron la presencia de estructuras pareci-
das a microtlibulos en los acrosomas de los espermatozoil-
des de mamiferos, formados a partir de la condensacidn
de la matriz acrosomal; Peterson y colaboradores han de-
mostrado que en la regidn acrosomal de los espermatozoi-
des de cerdo se forman estructuras parecidas a microtlbu
los y microfilamentos cuando sucede la vesiculacidn de
las membranas plasmaticas de acrosomal externa ( 46 ),
Clarke (47,48),Talbot (49 ), Campanella ( 50 ), Flaherty
(51 ), Tamblyn ( 52 ), y sus grupos de colaboradores han
reportado la presencia y localizacidn de proteinas pare
cidas a actina en espermatozoides humanos, de conejo,
cerdo, hamster, ratdn, etc., por medio de estudios de
inmunofluorescencia utilizando antisueros anti-actinaj;
sin embargo, existen muchas discrepancias en cuanto a la
localizacidn comparativa de esta proteina en los esperma
tozoides principalmente en flagelos, regidn postacroso-
mal y acrosoma debidc a la diferente naturaleza y hetero
geneidad de los anticuerpos utilizados y a que es posi-

ble que la actina en los espermatozoides de mamifero ex-
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perimente cambics durante la capacitacidn y reaccidn
acrosomal, de manera similar a lo que sucede en inverte

brados.

Estas estructuras, microtlbulos y microfilamentos, no

han sido caracterizadas e identificadas en los esperma-
tozoides de mamlfero posiblemente debido a su labilidad
y a que se pierden durante el procesamiento de las mues
tras para microscopla electrdnica, asi como también de-
bido a que no se ha hecho un estudio detallado en rela-
cidn con la secuencia de eventos programados durante la

reaccidn acrosomal fisioldgica.

Debido a la relacidn estructural y funcional que existe
entre el acrosoma en los espermatozoides de mamiferoc y
otros sistemas secretores en diferentes estirpes celula
res, en donde el ensamble y desensamble de microtlibulos
y microfilamentos regula los procesos de secrecidn, se
propone que en el acrosoma (membranas y matriz acroso-
mal) de los espermatozoides de mamifero existen protel-
nas contrictiles como tubulina y actina, las cuales se
ensamblan para formar microtibulos y microfilamentos,
participando asi en la dindmica de la reaccidn acrosomal
y permitiendo la secrecidn y/o liberacidn de las enzimas

contenidas en esta entidad.
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OBJETIVOS

1.

Identificar la presencia de actina y tubulina en
las estructuras acrosomales ( membranas y matriz

acrosomal ).

Determinar cuantitativamente la presencia de tubu-

lina en el acrosoma.

Determinar la participacién de actina y tubulina
en la dindmica de la reaccidn acrosomal del esper-

matozoide de mamifero.
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TUBULINA.

La tubulina es una proteina &cida con un punto isoceléc-
trico de 5.2-5.4 ( 53 ), que se ha aislado por diferen-
tes métodos como dimeros con peso molecular de 115,000,
denominados tubulina 6S. Estos dimeros pueden disociar
se a su vez utilizando condiciones desnaturalizantes en
dos subunidades similares identificadas como alfa y be-

ta-tubulina.

El andlisis de estas dos subunidades de la tubulina uti
‘lizando diferentes técnicas bioguimicas como electrofo-
resis en geles de poliacrilamida, filtracibn en gel,
andlisis de secuencia de aminodcidos, etc., ha sefialado
que estas dos subunidades son quimicamente 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 estequiometria de la « y la B-tubulina es aproximada
mente uno a uno ( 5% ) y su separacidn parece depender
de su carga ( 53 ). La composicidn de aminodcidos de
las dos subunidades es similar, pero se han encontrado

algunas diferencias en sus mapas peptidicos ( 55 ).

La tubulina de los cilios de Tetrahymena contiene en su
estructura dos moles de guanin nucledtidos; igualmente,
la tubulina de cerebro generalmente se aisla con una mo
lécula de GTP o GDP fuertemente unida y puede fijar

otra molécula de GTP (56), por lo que puede decirse que
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existen dos sitios (E,N) de fijacidn para guanin nucled
tidos por dimerc ce tubulina; el intercambio con GTP 1i
bre se lleva a cabo mids ripidamente en uno de ellos (si
tio E) (53 ). La fijacidén en el sitio E es suficiente-
mente lenta para sugerir (ue en este proceso estd invo-
lucrado un cambioc conformacional y se ha sugerido que

el GTP unido protege a la tubulina de la desnaturaliza-
cidn ( 57 ).

El an&lisis elemental indica que las preparaciones de

tubulina de cerebro contienen por lo menos una molécula
de magnesio fuertemente unida por cada molécula del di-
mero de tubulina, esta proteina posee también la capaci
dad de unir otros cationes divalentes como el Ca++, sin
embargo, la concentracidn de calcio unido es 4 & 5 veces

menor que la de magnesio (58).

Es importante sefialar que se ha demostrado que el cal-
cio en concentracicnes micromolares inhibe el ensamble
de la tubulina en extractos crudos (28-59), proponiéndo-
se que su efecto en el ensamble de microt@bulos estd re
gulado a través de un componente bioquimico de la célu-
la que une a este catidn divalente con gran afinidad,
la calmodulina (€2 ).

Existen diferentes moléculas naturales que se fijan a
la tubulina e interfieren con su funcidn. Algunas de
ellas tienen aplicacidn terapéutica como inhibidores de
la mitosis como por ejemplo la colchicina, que se une
especifica, lenta e irreversiblemente a la tubulina 65

mol a mol, y bloquea el ensamble de los microtlbulos.
( 36 ).
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La tubulina puede unir también otros alcaloides antimi-
tdticos como la vinblastina, la vincristina (36 ) y la
podofilotoxina ( 3€); la adicidn de alcaloides vinca

(vinblastina, vincristina y desacetilvinblastina) a la
tubulina tanto Ln vitro (61 ) como en células metabdli-
camente activas ( 62 ), induce la formacidn de para-

cristales &cidos de este complejo.

Las evidencias actuales indican que los microtQbulos se
forman a partir de una poza de tubulina presintetizada,
y se ha sugerido que en cada tipo de células existen se
fliales bioquimicas especificas que son las responsables

de que se lleve a cabo el proceso de ensamble de la tu-
bulina; sefiales que parecen ser diferentes dependiendo

de las condiciones fisioldgicas de la célula (28,59,63).
También se ha sefialado que se requieren otras moléculas
como las proteinas asociadas o accesorias a los microtl
bulos (MAPs) ( 64 ) para que estos procesos se lleven a

cabo.

Por otra parte, varios reportes han demostrado que en
presencia de concentraciones elevadas de magnesio o di-~
metilsulfdxido (DMSO) y otras condiciones no fisiolbgi-
cas pueden obtenerse una gran variedad de estructuras
polimdrficas tales como anillos dobles, enrejados, lis-
tones, etc ( 64,65,66 ). E1 cobalto y el zinc también
facilitan el ensamble de los microt@bulos, pero general
mente inducen la formacidn de varios tipos de estas es-
tructuras polimbrficas ( 67 ) , como por ejemplo hojas
y listones conteniendo cantidades variables de protofi-

lamentos.
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MICROTUBULOS.

Los microtibulos aon organelos subcelulares aprox1mada—
mente de 240-250 A de didmetro externo y 130-150 A de
didmetro interno que se encuentran priacticamente en to-

das las células eucaridnticas (53,54,65 ).

Se ha sefialado que su estructura general estd formada

por 13-15 protofilamentos asociados lateralmente, los
o]

cuales poseen un didmetro de aproximadamente 40-50 A y

estadn formados a su vez por 2 subunidades globulares
(53,54,65 ).

Estas estructuras han sido implicadas en una gran varie
dad de funciones celulares, tales como movilidad (a tra
vés de cilios y flagelos), transporte, divisidn celular
(en el huso mitdtico), flujo axoplasmitico, secrecidn
de enzimas, proteinas y hormonas, funcionamiento membra
nal, forma celular, etc., y pueden clasificarse en dos

categorias generales: estables y 1dbiles.

Los microt@bulos que se encuentran en los axones y las
dendritas del sistema nervioso central, en el huso mitd
tico de las células en divisidn y en el citoplasma tan-
to de células animales como vegetales corresponden a la
categoria de ldbiles. Este tipo de microtfibulos puede
despolimerizarse o romperse por agentes quimicos tales
como la colchicina, alcaloides vinca, podofilotoxina, o
bien con baja temperatura o presidn hidrostitica alta
(54). Ademds, no pueden aislarse intactos de las célu-

las debido a que estdn en un estado de equilibrio dindi-
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mico con la tubulina soluble citoplasmitica y la cdlula
controla la asociacidn y disociacidn de las subunidades

dependiendo de sus necesidades fisioldgicas.

Por el contrario, los microtiibulos estables, como los
que se encuentran en los cilios y flagelos, no parecen
estar en equilibrio con la tubulina soluble. Pueden
aislarse como estructuras intactas, no se despolimeri-
zan a baja temperatura o con presidn y no se disocian
por los compuestos quimicos que destruyen los microtfi-

bulos 1&biles.

A pesar de que los microt@bulos difieren en su estabili
dad y en su funcidn, ambos tipos son similares tanto

quimica como estructuralmente ( 65 ).

Bioquimicamente, los microtfibulos estdn formados princi
palmente de subunidades diméricas de tubulina 6§ (53 ).
Estas subunidades se reconocen como alfa- y beta-tubuli
nas. Ademds, como ya se menciond para que se lleve a
cabo el ensamble de los microtlibulos tanto en células
metabdlicamente activas como in vitro se requiere de la
presencia de proteinas accesorias denominadas MAPs (mi-
crotubule associated proteins), ya que diferentes inves
tigadores han demostrado que la tubulina 6§ es incapaz
de ensamblarse 4n v{itro cuando carece de MAPs y que son
las MAPs de alto peso molecular las que principalmente
facilitan el ensamble ( 64 ). La relacidn de masa mini-
ma para que se efectfle el ensamble es 0.3:1.0 (MAP: tu-
bulina 63) ( 68 )3; al aumentarse esta proporcidn se in-

crementa la velcocidad de ensamble.
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Ademds de la participacidn de las MAPs en el ensamble
de los microtlbulos in vitro, se ha postulado que una
proteina denominada "tau", con peso molecular de 60-
70,000, se necesita para la iniciacidn y elongacidn de
los microtibulos (64-69), posiblemente estabilizando

las uniones intersubunidad.

ACTINA.

La actina es la proteina contrlctil citoplasmitica més
caracterizada, es el principal componente de los fila-
mentos delgados (microfilamentos) y es una proteina de
una sola cadena que contiene 376 residuos de aminodci-
dos ( 70). De acuerdo con estos datos su peso molecular
es de 42,300, que incluye una molécula de ATP y una de

calcio idnico como grupos prostéticos.

La concentracidn de actina varia entre los diferentes
tipos de células, pero siempre es una de las proteinas
més abundantes. En la mayoria de las células, la acti-
na corresponde aproximadamente al 1-5% de la proteina
total y &sta puede ser hasta de 20-30% en células como
las amibas y las plaquetas (70-71). Una gran propor-
cidn de esta proteina se encuentra como proteina estruc

tural en las células no musculares.

La actina fue extraida y caracterizada por primera vez
a partir del plasmodium del hongo Physarum polyserhalum
( 72). Desde entonces, la presencia de actina ha sido
demostrada en casi todos los tipos de células, tanto

animales como vegetales y actualmente se conocen las se
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cuencias de aminodcidos de las actinas de casi todas
las ramas del &rbol filogenético ( 70,73 ). Aproximada
mente el 95% de los residuos son idénticos en las acti-
nas muscular y citoplasmidtica, lo que demuestra que la
estructura y funcidn de esta proteina se han preservado
a través de la filogénesis de los eucariontes; sin em-
bargo, como grupo todas las actinas citoplasmiticas son

P4 * N - .
mas similares entre si que con la actina muscular.

Todas las actinas son capaces de unir miosina reversi-
blemente y en presencia de ATP activan a la Mg++ -ATPasa
en la miosina ( 70,72 ). En presencia de ATP y sales en
concentraciones fisiolégicas, el mondmero de la actina,
actina-G, se autoensambla o polimeriza espontidneamente
para formar filamentos (actina-F). Este proceso con-
vierte una mol de ATP (por cada actina-G) a ADP el cual
permanece unido ( 28,72 ). Esta polimerizacidn incluye
3 etapas principales: 10). varios mondmeros se unen
para formar un oligdmero, lo cual origina un nficleo;
20). los mondmeros rdpidamente se afiaden al nficleo pa-
ra elongar el filamento, este filamento Crece en ambas
direcciones "4{n vi{tro", preferentemente hacia el extre-
mo "barbado"; 30). se forma un filamento largo por la
unidn de 2 filamentos extremo con extremo ( 72 ).

Una cierta cantidad de actina-G siempre coexiste con la
actina-F en el medio y las actinas G- y F- estin en
equilibrio dindmico formando filamentos transitorios,
localizados por ejemplo en los pseuddpodos de las célu-

las moviles, en el anillo contrictil de las células en
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divisidn y en las regiones con fagocitosis activa ( 28,
54,74 ), asi como microfilamentos mAs permanentes en re
giones especializadas como las microvellosidades intes-
tinales ( 72 ). Se ha seflalado también la presencia de
una poza de actina no polimerizada que se transforma ri
pidamente en actina-fF cuando y donde se necesita, como
por ejemplo en los espermatozoides de Thyone en donde
se polimeriza para formar el conjunto de microfilamen-

tos del proceso acrosomal ( 40,41 ).

Por otra parte, se ha sefialado que las cé&lulas deben te
ner mecanismos que especifican el nlmero, los sitios de
ensamble y el tamafio de sus filamentos de actina, ade-
més de tener el mecanismo para regular la interaccidn
de los filamentos entre si, con las membranas y con

otras estructuras celuléres como los microtQbulos ( 72).

El equilibrio dina&mico entre la actina polimerizada y

la no polimerizada en la cé&lula estd regulado no sdlo
por factores que interaccionan con la actina-G para man
tenerla no polimerizada, sino tambié&n por una gran can-
tidad de proteinas accesorias ( 75 ). Estas proteinas
actllan en los procesos bioldgicos regulando el ensamble
de actina por ejemplo, recientemente se ha aislado una
proteina que se une a la actina-G y evita la formacidn
de actina-F ( 28,78 ). Esta proteina, llamada profilina,
es una proteina basica de bajo peso molecular (16,000)
que forma un complejo 1: 1 con la actina-G. Otra protel
na que se une a actina ha sido caracterizada de msculo

esquelético y macrdfagos. Esta proteina denominada fi-
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lamina (p.m. 2 x 250,000) forma un conglomerado filamen
toso y gelatinoso con los filamentos de actina-F ( 28 ),
e inhibe la activacidén de la ATPasa de la miosina por

la actina ( 75,76 ). Otros ejemplos de estas proteinas
son la fragmina, aislada del plasmodium del Physarum y
la severina, aislada del moho Dictyostelium;los facto-
res de gelificacidn como la gelsolina de los macrdfagos
y las proteinas que interaccionan con los filamentos vy
estabilizan a la actina-F, como la B-actinina ( 28,72,
75 ).

AGn antes de que se iniciaran las investigaciones en re
lacidn a la interaccidn miosina-activa citoplasmitica,
yva se habia demostrado que la concentracidn de calcio
libre controlaba la contraccidn citoplasmdtica y los mo
vimientos que se llevan a cabo en el citoplasma ( 28 ).
Actualmente, se ha encontrado que las diferentes accio-
nes de la actina en una c&lula estén reguladas por cal-
cio y que la concentracidn critica de este catidn diva-
lente para que estos procesos se lleven a cabo estd en
el rango micromolar. Se ha demostrado también que la
concentracidn de calcio en unas cé&lulas asi como los
efectos que éste ejercen en miltiples procesos bioqui-
micos, incluyendo la regulacidn de actina estln regula-

dos por la calmodulina ( 28,72 ).

MICROFILAMENTOS.

Los microfilamentos son estructuras largas y finas que

se localizan asociadas o incluidas a la membrana plasmd



tica en todas las estirpes celulares: estan distribui-
dos ( a menudo en forma paralela) en la regidn interior
de la membrana plasmitica y pueden extenderse como mi-
crovellosidades y micrdpodos (28 ). La distribucidn
(tanto en densidad como en complejidad) de los microfi
lamentos varia de célula a célula y generalmente refle
ja las caracteristicas fisicas de la cé&lula o un estado

fisioldgico particular.

Los pseuddpodos, microvellosidades, microespinas, etc.,
estdn formados casi exclusivamente por microfilamentos;
asi mismo, los microfilamentos han sido relacionados
con diferentes procesos fisioclbdgicos en las células, co
mo por ejemplo la fagocitosis, fusidén de lisosomas

y vacuolas digestivas con la membrana plasmitica, con-
traccidn de vacuolas, contraccidn celular, mitosis, ci-
tocinesis (28,70,72 » y de manera importante con la

reaccidn acrosomal en los espermatozides de invertebra-
dos (19,38,

Estos organelos tienen un didmetro de 40-60 Z y estén
formados por una doble hélice de moléculas mds o menos
globulares de actina o una proteina muy similar a ella,
que puede detectarse por anticuerpos contra actina y de

coracidn con meromiosina pesada (28,70,72 ).

La miosina, cuando se trata con una proteolisis suave,

se rompe en la regidn flexible del polipéptido que sepa
ra la pieza de la cabeza (meromiosina pesada) del frag-
mento largo ( 28 ). Esta meromiosina pesada se une espe

cificamente a la actina, formando complejos polarizadocs
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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 proteinas
de los microfilamentos, asi como la polaridad de estas
estructuras, su extremo de elongacidn y despolimeriza-

cidén y la direccidn de la contraccidn de la proteina.

Se ha reportado también que otras proteinas como la mio
sina, la tropomiosina, la troponina-T y la alfa-actini-

na parecen estar asociadas con estos filamentos ( 77 ).

In vitro, la elongacidn de un filamento se lleva a cabo
en ambos extremos, por lo que el crecimiento es doble,
pero los mondmeros se adicionan més rdpido en un extre-
mo que en otro ( 78 ). Ambos extremos han sido identi-
ficados por decoracidn con fragmentos de miosina y el
extremo "barbado" es el preferido para el ensamble en
relacidén con el extremo "apuntado" ( 79 ). Se ha pro-
puesto que debido a que los filamentos de actina son
polares cada extremo debe poseer un equilibrio diferen-
te, de tal manera que en condiciones de equilibrio poli
merizacidén-despolimerizacidn, podria haber un flujo de
mondmeros a través del polimero. Este flujo conocido
como "treadmilling"” o "polimerizacidn cabeza-cola" ocurre
en presencia de un exceso de ATP y requiere que las con
centraciones criticas en ambos extremos del filamento
sean diferentes ( 78,80 ). Mas recientemente, se ha de-
mostrado que el intercambio de subunidades es dependien
te de la concentracidn y tipo de los cationes presentes

( 81 ) y que la célula posee la capacidad de modificar



la velocidad del flujo, es decir, aumentarlo cuando se
necesita un intercambio rdpido o bien disminuirlo y por

lo tanto limitar el flujo.

El nlmero total de filamentos de actina en una célula
probablemente estd determinado por la concentracidn de
actina accesible para polimerizarse ya que una parte pa
rece estar secuestrada. Por ejemplo, en los espermato-
zoides de invertebrados existe una reserva de actina
acoplada con otras proteinas, almacenada para polimeri-
zarse durante la reaccidn acrosomal ( 19 ). Por otra
parte, en otras células como ya se menciond, una gran
cantidad de actina estd unida a la profilina, proteina
que inhibe la nucleacidn para la polimerizacidn de la

actina.

A partir de estudios de microscopia electrdnica se ha
observado que alguncs filamentos de actina crecen a par
tir de sitios de nucleacidn identificables morfoldgica-
mente. Por ejemplo, en los espermatozoides de inverte-
brados, el filamento de actina en el proceso acrosomal
crece en direccidn del extremo "barbado" a partir de
una estructura denominada el actdmero ( 40 ). Los com-
ponentes moleculares de ésta y otras estructuras de nu-
cleacidn no se conocen, a excepcidn de la proteina " cu
bridora " de la amiba y la villina de las células epi-

teliales del intestino.



CAPITULO III
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MATERIAL BIOLOGICO.

Como modelo experimental se utilizaron cobayos macho,
cepa Hartley adultos de 8~10 meses de edad, fértiles,
los cuales fueron donados por el Bioterio Central del
Instituto de Higiene de la S.S.A. Los animales se man-
tuvieron en el Bioterio Central del C.M.N. con un foto-
periodo 12:12, a una temperatura de 22 + 1°C y con agua
y purina ad Zibditum.

OBTENCION DE ESPERMATOZOIDES.

Los cobayos se sacrificaron por dislocacidn cervical y
los epididimos se obtuvieron quirfirgicamente, coloc&ndo
los inmediatamente en una caja Petri con solucidn de
NaCl 0.9% con la finalidad de eliminar la contaminacidn
con sangre, ligdndose posteriormente los conductos defe
rentes en su porciln distal asi como la porcidn distal
de las caudas de los epididimos.

Las caudas se colocaron en tubos de vidrio siliconiza-
dos que contenian 5 ml de NaCl-PO, 0.154M pH 7.4 a 37°C
instilédndose 2 ml de esta solucidn a través de los con
ductos deferentes y seccionando la porcidén distal de
las caudas. La suspensidn celular obtenida se hizo pa-
sar por una columna (pipeta Pasteur) en la que se empa-
caron laxamente 30 mg de fibra de vidrio previamente la
vada con HC1l 2N y H,0 desionizada hasta tener el pH del
agua. La fibra de vidrio ya empacada se lavd 3 veces

con 10 ml de solucidn fosfato-salina pH 7.4. Todo ésto

090355



se realizd con la finalidad de separar las células via-
bles de las no viables y asi obtener una poblacidn mas

homogénea de c&lulas ( 82).

Con el objeto de lavar y concentrar los espermatozoides,
la suspensidn celular obtenida después de pasar por la
columna se centrifugd 2 veces a 300 xg por 7 minutos a
32-35°C, resuspendiendo las células con el Medio Capaci
tante Minimo (MCM) propuesto por Barros y col ( 83 )

sin calcio, Las células se contaron utilizando una ca-
mara de Neubauer y se ajustd la concentracidn celular

por dilucidn a 10% cz1ulas/ml.
OBTENCION DE FRACCION ENRIQUECIDA DE ACROSOMAS.

Las células obtenidas de la manera antes descrita se so
metieron a homogeneizacidn suave, utilizando un homoge-
neizador Potter-Elvejhem con émbolo de tefldn. La homo
geneizacidn se 1levd a cabo durante un minuto a una in-
tensidad de "3". Posteriormente la suspensibn se agitd
en un vortex durante 3 minutos a una intensidad de "1"

y 30 segundos a una intensidad de "10", comprobandose

con un microscopio de contraste de fases y microscopia
electrdnica el desprendimiento de los acrosomas. Tanto
el procedimiento de la homogeneizacidn como la agita-

cidén se efectud en un bafio de hielo a u4°C.

Con la finalidad de eliminar los espermatozoides ya li-
bres de acrosoma, la suspensidn obtenida se centrifugd
a 1000 xg durante 20 minutos a 4°C. En el sobrenadante

de la centrifugacidn se obtiene lo que se denomind frac
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cidn enriquerida de acrosomas, formada por membranas

acrosomales y matriz acrosomal.

- La pureza de esta fraccidn se verificd mediante micros-
copia electrdnica y bioquimicamente mediante la valora-
cidn de actividades enzim&ticas consideradas marcadoras
de membrana y de matriz acrosomal: 5' Nucleotidasa vy

Na+, K'-ATPasa para membrana ( 84 ) y Acrosina e Hialuro

nidasa para matriz acrosomal (85,86 ).
OBTENCION DE MATRIZ ACROSOMAL.

Para obtener la matriz acrosomal, la fraccidn enriqueci
da de acrosomas obtenida de la manera antes descrita se
centrifugd a 100,000 xg durante 30 minutos a 4°C, utili
zando una microultracentrifuga (Beckman Airfuge) y se

recolectd el sobrenadante.

En este sobrenadante se determinaron las actividades en

zimdticas antes mencionadas.
OBTENCION DE MEMBRANAS ACROSOMALES.

Para el aislamiento de las membranas acrosomales se uti
lizaron espermatozoides a los cuales se les desprendid
el acrosoma mediante el procedimiento mecanico ya des-
crito. La suspensidn celular se ajustd por dilucidn a
una concentracidn de 25 x 10° espermatozoides/ml una
vez que se llevd a cabo el desprendimiento de los acro-

somas; se tomaron alicuotas de 4 ml las cuales se estra
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tificaron sobre un gradienté discontinuo de sacarosa
(1.3M, 1.2M, 1.08M y 0.9M) que se centrifugd a 67,000 xg
durante 120 minutos a 4°C, utilizando un cabezal SW27 y
una ultracentrifuga Beckman L5-75. La fraccidn membra-
nal se obtuvo recolectando la interfase 0.3/1.08M en el
gradiente de sacarosa, la que se diluyd con 3 vollimenes
del amortiguador correspondiente a cada experimento y
se centrifugd a 80,000 xg durante 30 minutos a 4°C, uti
lizando el cabezal SW27 en la ultracentrifuga Beckman
L5-75. Las membranes acrosomales se recolectaron en el
precipitado y se resuspendieron en 100-200 ul de la so-

lucidn correspondiente.

En esta fraccidn membranal se efectud también la deter-

. . s P .
minacion enzimatica ya descrita.

Tanto en la fraccidn de matriz acrosomal, como en la
fraccidn de membranas acrosomales se determind la con-
centracidn de proteinas existente, wtilizando el método
de Lowry y col (87) y la concentracidn de ADN por el

método descrito por Giles y Myers ( 88 ).
ELECTROFTORESIS VERTICAL EN GELES DE POLTIACRILAMIDA.

El an&lisis electroforético de las fracciones de matriz
y membranas de acrosoma se efectud mtilizando geles ver
ticales de poliacrilamida de acuerdo con la metodologia

descrita por Laemmli (89 ).

Los geles conteniendo 3% de acrilamida (gel de concen-
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tracidn) y 8% de acrilamida (gel de resolucidn) se pre-
pararon partiendo de una solucidn que contenia 30% de
acrilamida y 0.8 % de N, N'-metilen-bis-acrilamida, ana
diendo 0.1% de dodecil sulfato de sodio (SDS) y amorti-
guador Tris-HC1l 0.375M, pH 8.8 ( en el caso del gel de
resolucidn) y Tris-HCl 0.125M, pH 6.8 ( en el caso del
gel de concentracidn) (concentracidn final). Los geles
se polimerizaron con la adicidn de tetrametil-etilen-
diamina (TEMED) y persulfato de amonio; las concentra-
ciones utilizadas para ambos compuestos fueron 0.004%
en el gel de concentracidn y 0.025% en el gel de resolu

. .,
cion.

Los geles se formaron en tubos de vidrio de 6 mm de did
metro interno, en los que se colocaron 10 cm de gel de

resolucidn y 1 cm de gel de concentracidn.

La electroforesis se corrid aproximadamente 7 horas,
utilizando un amortiguador Tris 0.025M, glicina 0.192M
y SDS 0.1%, pH 8.3 y 3mA por gel.

Tanto las muestras de acrosoma, asi como los estandares
de peso molecular (f-galactosidasa P.M. 130,000, albﬁm;
na sérica P.M. 68,000, ovoalbGmina P.M. 43,000, quimo-
tripsindgeno F.M. 25,700 y mioglobina I".M. 17,200), la
tubulina y la actina (proporcionada por la Dra. Isaura
Meza del I.P.N.) se procesaron de la siguiente manera:
al equivalente de 150 ug de proteina o bien 50 ug del
estandar de peso molecular, se afiadié 50 ul de amorti-
guador Tris-HC1l 0.125M pH 6.8, 20 pl de SDS 20%, 10 ul

0.

B -mercaptoetanol, 4 ul de azul de bromofenol 0.02 % y



36.

50 pl de glicerol. Las proteinas se disociaron comple-
tamente colocando las muestras 2 minutos en un bafio de

agua hirviendo.

Una vez que el azul de bromofenol llegd a 0.5 cm del fi

nal del gel se suspendidé la corriente, se procedid a 131

berar los geles de los tubos, se marcd el frente del

gel con tinta china y las proteinas se fijaron con &ci-

do triclorocacético 12.5% durante 18-20 horas, a tempera

tura ambiente, tifiéndose posteriormente con azul brillan
te de coomassie 0.2% en etanol: &cido acédtico: agua (L45:
10:45) por 30 minutos a 50°C. Los geles se destifieron 2
veces con etanol: &cido acético: agua (25:10:65) por 30

minutos a 50°C y con cambios sucesivos de esta solucidn

a temperatura ambiente hasta que el fondo del gel fue

claro, segln la metodologia descrita por Berkowitz y col
(90 ).

Para obtener los perfiles densitométricos de los geles,
éstos se barrieron a 550 nm con un espectrofotdmetro
Gilford 2400-S utilizando tanto una celdilla de cuarzo

asi como el dispositivo para contener al gel ( 91 ).
OBTENCION Y PURIFICACION DE TUBULINA.

La tubulina utilizada en este estudio se aisld a partir
de corteza cerebral, mediante el procedimiento de ensam
ble-desensamble de esta proteina, dependiente de tempe-
ratura, reportado por Berkowitz y col (90 ). Para ésto,
se utilizaron ratas macho, cepa Sprague Dawley, adultos

de 300-400 g, que se sacrificaron por decapitacidn.
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Después de disecar las cortezas cerebrales, se pesaron
10 g de tejido los cuales se homogeneizaron a 4°C en un
homogeneizador Potter-Elvejhem con émbolo de tefldn,
utilizando 7.5 ml de una solucidén amortiguadora (PMiM)
con la composicidn siguiente: &cido piperacin-N, N'-bis
(2-etano) sulfdnico (PIPES)-NaOH, 100 mM; acido etilen-
glicol bis (eter‘B~aminoetilico)—N2,Né -tetraacético
(EGTA), 2 mM; MgSOu,'lmM; glicerol, 4M; pH 6.9, adicio-
nado de GTP 2.5 mM. Las velocidades de homogeneizacidn
fueron "3" y "9" durante 50 y 10 segundos respectiva-

mente.

El homogeneizado se centrifugd 15 minutos a 10,400 xg a
4°C en una centrifuga refrigerada Sorvall RC2-B, utili-
zando un cabezal SS-34. El sobrenadante se recuperd y
se centrifugd a 100,300 xg durante 70 minutos a 4°C en
una ultracentrifuga Beckman L5-75, utilizando un cabezal
SW-40. Se recolectd el sobrenadante (So), se le adicio-
nd GTP 0.5 mM, se incubd durante 45 minutos a 37°C para
permitir el ensamble de los microtlibulos y transcurrido
el periodo de incubacidn se centrifugd a 100,000 xg du-
rante 45 minutos a 25°C, utilizando la misma centrifuga
y cabezal. Las pastillas obtenidas se resuspendieron en
4-5 vollmenes de PM frio (el mismo PM4M pero sin glice-
rol) adicionado de GTP 0.5 mM, con la finalidad de desen
samblar la tubulina y se centrifugd a 100,000 xg por 30

minutos a 4°C para retirar el material no disociado.

El sobrenadante (1XMT) se recolectd, se diluyd 1: 1 con
PM8M (la misma composicidn del PM4M pero con glicerol

8M) adicionado de GTF 0.5 mM y se sometid® a uno o dos
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ciclos més de polimerizacidn-despolimerizacidn para ob-
tener tubulina con 2 & 3 ciclos de purificacidn (2XMT y
3XMT), la cual se guardd en alicuotas a -20°C. Antes
de utilizarse, la tubulina se sometid a un ciclo de po-
limerizacidn y despolimerizacidn con temperatura y se
determind la concentracidn de proteinas utilizando el

método de Lowry y ccl ( 87 ).
IDENTIFICACION POR MEDIO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Para identificar cualitativamente la presencia y distri
bucidn de la actina y la tubulina en los espermatozoi-

des de cobayo se utilizd la té&cnica de inmunofluorescen
cia, por medio de anticuerpos monoclonales para a y B -
tubulina, asi como para actina ( 92,93,9% ) y un 2° anti-

cuerpo (IgG) marcado con isotiocianato de fluoresceina.

Para efectuar esta parte del trabajo se utilizaron es-
permatozoides obtenidos por el método ya descrito. All
6 células se incubaron durante 2 horas
a 37°C con MCM con calecio (1.15 mM), con la finalidad

de inducirles capacitacidn.

cuotas de 50 x 10

Estas células, asi como espermatozoides intactos, se fi
jaron posteriormente con formaldehido 3.5% durante 20
minutos a temperatura ambiente, se lavaron 3 veces con
solucidn fosfato-salina (PBS) (NaCl, 137 mM; KC1,

2.7 mM, KHZPOM’ 1.5 mM; NaZHPOu, 8 mM), pH 7.4, para
eliminar el exceso de fijador y se permeabilizaron ( la
mitad de los espermatozoides) incubando con metanol y
acetona a -20°C durante 4 y 2 minutos respectivamente.
( 92,93,94 ).
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Tanto las células permeabilizadas como las no permeabi-
lizadas se resuspendieron con PBS adicionada de albémi-
na 0.1%, lavandose 2 veces y volviéndose a contar por

medio de una cimara de Neubauer.

Se pusiercon alicuotas de 10 x 108 células en tubos de
polietileno y se les afiadieron los anticuerpos monoclo-
nales (dilucidn 1:1000), incubdndose durante 16-18 ho-
ras a 4°C, después de lo cual se lavaron 3 veces con
PBS-albGmina con la finalidad de eliminar el anticuerpo
no unido y se incubaron con IgG-fluoresceina (dilucidn
1:20) por 1 hora a 4°C. Despuds de eliminar el exceso
de marca fluorescente por medio de lavados con PBS-alb{
mina, las células se observaron con un microscopio
Reichert-Polivar utilizando el objetivo de inmersidn
100X y los aditamentos para epifluorescencia (filtro de
excitacidén azul 455-490 nm y filtro de barrera azul pa-
ra 515 nm). '

La dilucidn de los anticuerpos se llevd a cabo con PBS-
alblmina a la que se adiciond azida de sodio 0.1 % como

conservador y una vez diluidos se guardaron a 0-5°C.
DETERMINACION DE LA FIJACION DE COLCHICINA—H3.

La valoracidn cuantitativa de la tubulina presente en
la matriz acrosomal y membranas acrosomales se realizd
utilizando el radio-andlisis descrito por Sherline y
col (95 ). Las muestras bioldgicas se obtuvieron en es
te caso utilizando una solucidn amortiguadora con la si

guiente composicidn: pirofosfato de sodio (NaqP207),
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0.25 M; MgClz, 2.5 mM; sacarosa, 0.24 M; GTP, 0.1 mM; pH
6.5 (PMSG); esta composicidn de la solucidn amortiguado
ra permite la preservacidn de las caracteristicas es-

tructurales y propiedades de la tubulina.

Se utilizaron alicuotas de 100 a 2000 ug de proteinas
para la fraccidén de matriz acrosomal y de 10-50 ug de
proteinas para la fraccidn de membranas acrosomales,

asi como blancos que contenian 500 pl de PMSG sin las

proteinas en cuestidn.

El volumen de incubacidn se ajustd a 500 ul con PMSG y
se afiadid a cada tubo 10 pl de una solucidn de colchici
na-H® 0.11 mM ( + 50,000 CPM). Esta solucién se prepa
ré colocando en un tubo de poliestireno protegidg de 1la
( 30

Ci/mmol) en benceno-etanol 9:1 y evaporando a sequedad

luz, la alicuota correspondiente de colchicina-H

. . . - . . 3
bajo una corriente de nitrdgeno. La colchicina-H" se
eluyd con una solucidn acuosa 0.11 mM de colchicina

fria.

La incubacidn de las proteinas con la colchicina-H3 se
realizd durante 90 minutos a 37°C y la reaccidn se pard
afiadiendo 1 ml de H,0 desionizada que contenia 3 mg de
carbdén activado con la finalidad de separar la colchici
na-H3 unida de la libre. Para determinar las cuentas
totales o CPM del esténdar, a uno de los blancos se le
afiadié 1 ml de H,0 desionizada en vez de la suspensidn
de carbdn activado. Todos los tubos se incubaron por
10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a

2,200 xg por 10 minutos a 4°C, tomdndose alicuotas de
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400 pl de los sobrenadantes en los que se evalud la ra-
diactividad utilizando un contador de centelleo liquido
Packard Tri Carb mod. 3390.

La cantidad de colchicina unida a la tubulina se calcu-

15 a partir de la siguiente férmula:

(@PM(muestra) - CPM(blancoﬂ x 1.1 nmolas de colchicina

CPM (estandar)

considerando que una mol de colchicina se une con una

mol de tubilina en condiciones de saturacidn.

INTERFERENCIA CON LA REACCION ACROSOMAL DE LOS ESPERMA-
TOZOIDES MEDIANTE LA INCUBACION CON INHIBIDORES.

La incubacidn con inhibidores especificos para microti-
bulos y microfilamentos, para valorar la participacidn
de actina y tubulina en la reaccidn acrosomal, se llevd

a cabo de la siguiente manera:

Con la finalidad de seleccionar las concentraciones Op-
timas en las cuales los inhibidores interfieren con la

reaccidn acrosomal sin modificar las caracteristicas me
tabdlicas de los espermatozoides, se probaron diferen-

tes concentraciones ( 1 uM-1mM) de citocalasina B, col-
chicina y vincristina, encontrdndose que las concentra-
ciones de 10, 25 y 50 pM cumplen los requerimientos pa-
ra este estudio. Los compuestos utilizados fueron cito-

calasina B, colchicina y vincristina.

V90355
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Alicuotas de 50 x 106 espermatozoides en MCM sin calcio
se preincubaron durante 10 minutos a 37°C, en presencia
de las concentraciones antes mencionadas de los inhibi-
dores, asi como su control respectivo (espermatozoides
sin tratamiento). Pasado este tiempo se afiadid CaCl, a
una concentracidén 1.15 mM final a los sistemas de incu-
bacién con la finalidad de que las células realizaran
el proceso de capacitacidn-reaccidn acrosomal (83 ), y
subsecuentemente se incubd durante 4 horas a 37°C en

una atmdsfera de 5% C02 + aire.

Cada hora, durante el periodo de incubacidn de 4 horas,
se tomaron alicuotas de la suspensidn de espermatozoi-
des, las que se colocaron en un portaobjetos escavado
precalentado a 37°C, se cubrieron con un cubreobjetos y
se observaron con un microscopio de caontraste de fases
Carl Zeiss equipado con una platina termorregulable a
37°C para valorar el tanto por ciento de espermatozoi-
des mdviles y el tanto por ciento de espermatozoides

mdviles que tenian reaccidn acrosomal.

El tanto por ciento cde reaccidn acrosomal en los esper-

matozoides se calcull como sigue:

total de espermatozoides mdviles sin acrosoma x 100

total de espermatozoides mdviles

Simultineamente a esta evaluacidn se tomaron alicuotas
de espermatozoides tanto de la fase experirmental come
de los controles, para valorar la viabilidad celular y

la movilidad espermdtica.
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Para evaluar la viabilidad celular se utilizd la técni-
ca de exclusidn de colorantes vitales ( 96 ), que consis
te en diluir la alicuota de espermatozoides 1:1 con
azul de tripano 2% en MCM, pH 7.4 e incubar durante 15
minutos a 37°C, evaludndose el tanto por ciento de es-
permatoéoides que no se tifieron de azul, utilizando un

microscopio de contraste de fases.

La citocalasina B, asi como la colchicina se disolvie-
ron en etanol y se guardaron en alicuotas de 100 ul a
-20°C. La concentracidn final de etanol en los siste-
mas de incubacidn fue siempre menor a 1%, evaludndose
tubos control con esta cantidad de etanol. La vincris-
tina por ser sulfato se disolvidé directamente en MCM
sin calcio, haciéndose una solucidn fresca para cada ex

perimento.
EVALUACION DE LA MOVILIDAD ESPERMATICA.

La evaluacidn cuantitativa de la movilidad de los esper
matozoides durante el periodo de 4 horas de incubacidn
se realizd espectrofotométricamente mediante el método
propuesto por Atherton y col ( 97 ). Esta evaluacidn se
basa en las caracteristicas de anisotropla O6ptica que
presentan las particulas elongadas en un flujo ( 98 ).En
condiciones de flujo continuo, tanto las particulas
elongadas como los espermatozoides presentan una reota-
xis positiva y al detener el flujo se inicia un periodo
de reorientacidn al azar, mismo que se traduce en un
cambio en la densidad &ptica, el cual es proporcional a

la movilidad de los espermatozoides en este caso (97,98).
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El indice de movilidad espermidtica (IME) se determind
de la siguiente manera: se utilizd una celdilla de flu
jo (disefiada y propcrcionada por el Dr. Robert W.
Atherton de la Universidad de Wyoming, E.U.A.), a tra-
vés de la cual se hizo pasar una alicuota de 50 x 106
espermatozoides diluidos en un volumen final de 9 ml

de MCM, a una velocidad constante de 7 ml/min. Los re-
gistros de densidad dptica antes y después de detener
el flujo se efectuaron a 475 nm utilizando un espectro-
fotdmetro Unicam SP800-B. La férmula utilizada para

calcular el IME es la siguiente ( 97 ):

DOi - DOf
DO1

x 100

en donde DOi = densidad Sptica al iniciar el flujo;

DOf = densidad Optica 30 segundos después de
detener el flujo.
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REACTIVOS.

Los reactivos utilizados se obtuvieron de las siguientes
Casas comerciales: reactivos para electroforesis de Bio
Rad; anticuerpos monoclonales de Amersham; colchicina-H?3
de New England Nuclear; citocalasina B de Aldrich Chem-
ical Co.; colchicina de Merck; vincristina de Eli Lilly
& Co..

Todos los demds rectivos fueron de grado analitico y se

obtuvieron de Sigma Chemical Co. y Merck.
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RESULTADOS .

En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos de
la valoracidn bioquimica de las fracciones de membranas

acrosomales y matriz acrosomal.

ELECTROFORESIS.

En la Figura 1 se presentan los perfiles densitométri-
cos caracteristicos correspondientes a los geles de po-
liacrilamida-SDS que contenian actina, asi como tubuli-
na de 2 ciclos de polimerizacidn despolimerizacidn. Pue
de observarse, de acuerdo al patrdn correspondiente y
al reporte de Berkowitz y col (90 ), que la tubulina
aislada de cerebro de rata tiene una pureza adecuada.
Puede observarse también que adem&s de las bandas prin-
cipales que corresponden a estad dos proteinas, existen
otras proteinas asociadas con pesos moleculares eleva-
dos, intermedios o bajos, que copurifican con actina y
tubulina. La presencia y copurificacidn de estas pro-
teinas, denominadas "proteinas asociadas a microtlbu-
los (MAPS)" y "»roteinas asociadas a actina", respecti-
vamente, ha sido reportada por diferentes investigado-
res (64,75 ).

En este estudio el patrdn electroforético de la tubuli-
na, muestra ademis la presencia de una proteina con pe-
so molecular aproximado de 60-70,000, la cual podria
corresponder al factor denominado "tau" requerido para

el ensamble de los microtibulos ( 69 ).
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Con respecto al andlisis electroforético de las protei-
nas obtenidas de matriz y membranas acrosomales, efec-
tuado con la finalidad de  identificar la presencia de
actina y tubulina en el acrosoma de los espermatozoides
de cobayo, es importante sefialar que los perfiles densi
tométricos que se presentan en la figura 2 se obtuvieron
de manera consistente; esto permite sefialar la presencia
de estas proteinas en ambas fracciones subcelulares ya
que se observd la presencia de bandas de proteinas que
coinciden con las caracteristicas electroforéticas (mo-
vilidad relativa y peso molecular aproximado) de actina

y tubulina en las condiciones experimentales utilizadas.

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA QTILIZANDO ANTICUERPOS MO
NOCLONALES.

Como controles para esta fase experimental se utiliza-

ron los siguientes pardmetros:

1.~ Incubacidn solamente con IgG-Fluoresceina, sustitu

yendo al anticuerpo monoclonal por PBS-alblmina.

2.~ Incubacidn con el anticuerpo monoclonal previamen-

te incubado con tubulina o actina.

En ninguno de los dos casos se obseryd fluorescencia en

los espermatozoides.

Cuando los espermatozoides de cobayo se incubaron en

presencia de los anticuerpos monoclonales anti a -tu-
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bulina, f-tubulina y actina; se encontrd en todos los

casos fluorescencia en la regidn del flagelo; en el ca-
so del anticuerpo anti o -tubulina, se observd un punto
de fluorescencia muy brillante en la punta del flagelo,

el cual corresponde a la punta del axonema ( Figs. 3-u4).
Anticuerpo anti o —-tubulina.-

En las figuras 3 y 4 pueden observarse los resultados
obtenidos en esta fase experimental, en donde se locali
z6 la presencia de la subunidad @ de la tubulina. En
los espermatozoides con acrosoma se observd fluorescen-
cia localizada en el borde de la regidén acrosomal (men-
brana plasmética o membrana acrosomal externa). En los
espermatozoides con reaccidn acrosomal no se detectd
fluorescencia en la regidn acrosomal y solamente se pu-
do observar ésta en el flagelo. Los resultados obteni-
dos con este anticuerpo fueron similares en los esperma

tozoides sin permeabilizar y permeabilizados.
Anticuerpo anti B -tubulina.-

La subunidad B8 de la tubulina se localizd distribuida
como sigue en los espermatozoides de cobayo. En las fi
guras 3 y 4, podemos ver que en los espermatozoides que
habian experimentado reaccidn acrosomal se encontrd
fluorescencia distribuida como un puntilleo en la re-
gidn del acrosoma. Esta fluorescencia se observd sola-

mente en los espermatozoides sin permeabilizar, ya que
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al incubar con metanol-acetona a -20°C se perdid este
patrdn; no asi el del flagelo, el cual fue constante.
En los espermatozoides con acrosoma no fue posible de-
tectar fluorescencia en el acrosoma, observdndose sola
mente en el flagelo, tanto en los espermatozoides pre-
viamente permeabilizados como en los que no experimen-

taron este proceso.
Anticuerpos anti a- y anti 8-tubulina.

Con la finalidad de detectar la presencia de tubulina
total en los espermatozoides, &stos se incubaron simul
téneamente con los anticuerpos monoclonales anti o y

anti g -tubulina.

En este caso, los patrones de fluorescencia observados
en los espermatozoides fueron la sumatoria de los obser
védos al incubar con estos anticuerpos por separado. En
los espermatozoides con acrosomas se localizd fluores-
cencia en la regidn acrosomal, la cual fue mis abundan-
te que cuando se utilizd un solo anticuerpo. Lo mismo
sucedidé con la fluorescencia observada en el flagelo.
Este patrdn se observd también en los espermatozoides
con o sin permeabilizacidn previa a la incubacidn con

los anticuerpos monoclonales (Figs. 3 ,4).

En los espermatozoides sin acrosoma también se localizd
el patrdn caracteristico de puntilleo de fluorescencia
en el acrosoma, como puede observarse en las figuras 3
Y 4, el cual fue visible solamente en los espermatozoi

des sin permeabilizar lo que sugiere la presencia de un
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antigeno superficial en esta regidn.
Anticuerpo anti-actina.

En este caso, ademds de la fluorescencia en el flagelo,
en los espermatozoides con acrosoma (Figs. 3, 4) se lo-
calizd una banda fluorescente en la regidn correspon-

diente a la zona ecuatorial de la cabeza de los esperma
tozoides. En los espermatozoides sin acrosoma (Figs, 3
4) se localizd una fluorescencia muy abundante y distri

buida homogeneamente en la regidn acrosomal.

Estos patrones se observaron solamente en los esperma-
tozoides sin permeabilizar, ya que en los espermatozoi-
des permeabilizados con metanol y acetona, no fue posi-
ble detectar ninglin tipo de fluorescencia en la regidn

acrosomal.
FIJACION DE COLCHICINA-H3

Las figuras 5 y & representan la fijacidn de la colchi
cina-HS a la tubulina presente en la matriz acrosomal y
las membranas acrosomales respectivamente, utilizando

diferentes concentraciones de proteinas obtenidas de es

tas fracciones subcelulares.

En ambos casos se observd una buena linearidad en rela-
cibén al incremento en la concentracidn de proteinas y
por lo tanto a la cantidad de tubulina presente, lo

cual permitid calcular concentraciones de 18.08 + 2.61

090355
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pmolas de tubulina/mg de proteina de matriz acrosomal y
318.2 + 108.24 pmolas de tubulina/mg de proteina de mem
branas acrosomales. Es necesario mencionar que la can-
tidad de proteina encontrada en estas fracciones fue
1.27 + 0.12 mg de pro‘teina/lO8 espermatozoides en el ca
so de la matriz acrosomal y 0.07 + 0.01 mg de proteina/
108 espermatozoides en el caso de las membranas acroso-
males, (Tabla 1).

Sin embargo, la cantidad de colchicina unida a las pro-
teinas no fue completamente proporcional, sobre todo en
el caso de las membranas, debido posiblemente a la ad-
sorcién parcial del complejo colchicina-proteina por el
carbdén activado, lo que prgdujo desviaciones estandar
mayores a 10%. Este fendmeno no se modificd al dismi-
nuir la concentracidn de carbdn activado a 1 mg/siste-

ma de incubacidn.

Es importante mencionar que no se encontrd fijacidn de
colchicina-H3 a las muestras cuando éstas se trataron
con 1% de B-mercaptoetanol o del detergente SDS, ni
cuando se afiadid el carbdn inmediatamente después de la
adicidn de 1la colchicina—H3, lo que sefiala la especifi-

cidad de la interaccidn.

INCUBACION CON INHIBIDORES DE MICROTUBULOS Y MICROFILA-
MENTOS.

Los espermatozoides de cobayo se i1ncubaron durante 4 ho
ras en presencia de los inhibidores especificos para actina

y tubulina (citocalasina B, colchicina y vincristina)l,
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utilizando las siguientes concentraciones: 10, 25 y 50
MM de cada uno de ellos. Debido a que estos compuestos
pueden tener efectos sobre la fisiologia celular que no
estén relacionados con su efecto sobre las proteinas
contractiles ( 99,102 ), se tomaron como pardmetros de
referencia de la integridad y buen funcionamiento de
los espermatozoides y por lo tanto de la interaccidn es
pecifica de los compuestos con las proteinas contricti-
les en el acrosoma, la viabilidad celular y la movili-
dad de los espermatozoides durante el periodo de incu-

bacién de 4 horas.

A este respecto, la viabilidad celular se mantuvo por
encima de 70% durante todo el periodo de incubacidn,tan
to en los sistemas incubados con los compuestos antes

mencionados como en los controles.

La evaluacidn del incice de movilidad espermética (IME)
se realizd simultdneamente a la evaluacidn de la reac-
cidn acrosomal, mediante el método espectrofotométrico

ya descrito ( 97 ).

En la figura 7 se presentan los IME obtenidos en los
casos en que se incubd con la concentracidn de 50 uM de
citocalasina B, colchicina o vincristina, asi como de
los espermatozoides control, y puede observarse que ni
la citocalasina B ni la colchicina produjeron diferen-
cias significativas en la movilidad, al comparar sus
trazos correspondientes con los del control. Por otra
parte, los resultados obtenidos al incubar en presencia

de vincristina indican que este compuesto indujo un in-
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cremento significativo (P < 0.005) en la movilidad de
los espermatozoides durante la primera, segunda y cuar-

ta hora del periodo de incubacidn.

Con la finalidad de evaluar la participacidn de protei-
nas parecidas a actina en la reaccidn acrosomal se afia-
dié al sistema no sincrénico de incubacién para inducir
reaccidn acrosomal en espermatozoides de cobayo, citoca
lasina B a las concentraciones ya mencionadas. A la con
centracidn de 50 uM, este compuesto redujo 34% el nimero
de espermatozoides con reaccidn acrosomal después de U
horas de incubacidn (Fig. 8 ). En el control se encontrd
78% de espermatozoides con reaccidén acrosomal en este pe
riodo, lo cual coincide con el tanto por ciento esperado

en estas condiciones experimentales ( 83 ).

Por otra parte, la participacidn de tubulina en la reac-
cidn acrosomal de los espermatozoides de cobayo se eva-
1ué afadiendo colchicina y vincristina a los sistemas de
incubacidn. Colchicina indujo en todos los casos una
inhibicidn significativa, dependiente de la concentra-
cidén, en la reaccidn acrosomal. En presencia de colchi
cina 50 uM, el tanto por ciento de espermatozoides con
reaccidén acrosomal después de Y4 horas de incubacidn fue
de 25%, comparado con el 78% observado en el control
(figura g9), lo que indica una inhibicidn de 65% en es

te proceso.

Asi mismo, el efecto de vincristina sobre la tubulina
acrosomal did como resultado que al utilizar este alca-

loide en una concentracidén de 50 uM se produjera una in
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hibicibén de 42% en la reaccidn acrosomal (Fig.10).

En el caso de todos los compuestos mencionados, con to-
das las concentraciones utilizadas se obtuvo una inhibi
cidn significativa de la reaccibén acrosomal después de

4 horas de incubacidn (Tabla 2).

Es interesante sefialar que cuando se incubd a los esper
matozoides en presencia de vincristina 25 y 50 MM, se
encontrd un incremento significativo en el niimero de es
permatozoides con reaccidn acrosomal en relacidn con el
control (P < 0.005) después de una hora de incubacidn
(Fig.10). Un efecto similar pero menos evidente se ob-
servd con vincristina 10 yM y con citocalasina B 10 y
25 uyM (Figs. 8, 10)

Estos resultados parecen ser un efecto bifisico de es-
tos compuestos en la reaccidn acrosomal de los esperma-

tozoides de cobayo.

Finalmente, cuando se incubd simultd&neamente en presen-
cia de citocalasina B y colchicina se obtuvo una inhibi
cidn significativamente mayor (P < 0.05) de la reaccidn
acrosomal cuando ambos compuestos se utilizaron en con-
centraciones de 50 uM (Fig.1l). En los otros tipos de

combinaciones de citocalasina B y colchicina, la inhibi
cidn de la reaccidn acrosomal observada no fue signifi-
cativamente diferente a la observada al incubar solamen

te con colchicina (Tabla 3).
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FIGURA 1

Perfiles densitométricos caracteristicos, obtenidos a
550 nm, de los geles de poliacrilamida-SDS que contenian
tubulina y actina. En la barra vertical estd represen-
tado el comportamiento electroforético de los marcadores
de peso molecular utilizados, en las condiciones experi-

mentales descritas.

FIGURA 2

Perfiles densitométricos caracteristicos, obtenidos a
550 nm, de los geles de poliacrilamina-SDS que contenian
proteinas obtenidas de membranas acrosomales y matriz a-
crosomal, segfin se describe en la seccidn de material y
métodos. En la barra vertical estdn colocados los mar-
cadores de peso molecular seglin su comportamiento elec-
troforético bajo las condiciones experimentales utiliza-

das.
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FIGURA 3

Patrones de fijacibn de los anticuerpos monoclonales
anti q-tubulina (A), anti g-tubulina (B), anti g-~tubuli-
na + anti g-tubulina (C) y anti actina (D,E), demostra-
dos por inmmunofluorescencia indirecta.

(A,C,D) Espermatozoides con acrosoma.

(B,E) Espermatozoides sin acrosoma.

Amplificacidén 1200 x .
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FIGURA 4

Representacidn esquemética de los patrones de fluorescen-
cia observados al incubar espermatozoides de cobayo en
presencia de anticuerpos monoclonales anti o-tubulina,
anti B-tubulina y anti actina, e IgG-Fluoresceina. El
esquema se construyd a partir de las imdgenes observadas
en un microscopio de fluorescencia como se describe en

la seccibén de material y métodos. Los esquemas corres-
ponden a los espermatozoides antes y después de la reac-

cibébn acrosomal.
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FIGURA 5

Los datos representados en esta gr&fica corresponden al
promedio + desviacidn estindar de 5 experimentos, en
donde se determind la fijacién de colchicina-H3 a la tu-

bulina presente en la fraccidén de matriz acrosomal.
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FIGURA 0

Fijacién de colchicina-H3 a la tubulina presente en 1la
fraccidn correspondiente a membranas acrosomales. Los
datos representan el promedio + desviacidn est&ndar de

5 experimentos.
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FIGURA 7

Cambios en la movilidad de los espermatozoides de cobayo
incubados con Citocalasina B 0 -—), Colchicina {—d4 —)
y Vincristina (—-0-—), todos los compuestos a una concen-
tracidén de 50 uM, asi como el control (—e—}. Cada pun-
to representa el promedio + desviacidn estdndar de 10 de-

terminaciones.
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FIGURA 3

Efecto de Citocalasina B sobre la reaccidn acrosomal de
los espermatozoides de cobayo. Las concentraciones uti-
lizadas fueron 10 uyM (—e —), 25 uyM (—e—)} y 50 uM

(—a—), asi como el control (—o-— . Cada punto repre-
senta el promedio + desviacibén estédndar de 5 experimen-

tos.



66,

80-

J 70l

< 70
P

Q 60
o
@

O 50
-

Z a0

9 40
o

< 30-
&

20-
N

101

1 2 3 4
HORAS
FIGURA 9

Inhibicién de la reaccidbn zcrosomal en los espermatozoi-
des de cobayo por diferentssz concentraciones de Colchi-
cina: 10 yM (—e-—), 25 uM . g—) y 50 M (—a-=), asi
como el control —o—J). C=zda punto representa el pro-

medio + desviacidn est@ndar de 5 experimentos.



67.

80 -
.al 70 -
3
2 60 -
4
O 501
< ¢
2 i
& 40
o
g 304
@

20
®

10 -

| 2 3 4
HORAS

FIGURA 10

Efecto de la Vincristina sobre la reaccidén acrosomal en
los espermatozoides de cobayo. Este alcaloide se utili-
26 a las siguientes concentraciones: 10 yM (—e—Jj, 25 uM
(—®—) y 50 yM ¢—a-—3}, asi como el control respectivo
(—o0—) . Cada punto representa el promedio + desviacidn

estandar de 5 experimentos.
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FIGURA 11

Efecto de la incubacién simulté&nea con Citocalasina B y
Colchicina sobre la reaccidn acrosomal en los espermato-
zoides de cobayo. Las concentraciones utilizadas que
estadn representadas en esta grafica fueron: Citocalasina
B 10 yM + Colchicina 19 uyM {(—&—) y Citocalasina B 50 uM
+ Colchicina 50 yM (—g—), asi como el control (—o ).
Cada punto representa el promedio + desviacibén est&ndar

de 5 experimentos.
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DISCUSION.

En los espermatozoides de mamifero la reaccidn acroso-
mal estid considerada como un proceso de secrecidn que
permite la liberacidn del contenido enzimdtico de la ma
triz y membranas acrosomales ( 15). La reaccidn acroso-
mal es indispensable para que se lleve a cabo la ferti-
lizacidn, ya que en los mamiferos este proceso permite
la penetracidén de los espermatozoides a través de las
diferentes capas que recubren al ovocito, es decir, la
zona pellucida, el cumulus oophorus y la corona radia-
ta.

Entre las actividades enzimdticas contenidas en el acro
soma se encuentran enzimas hidroliticas como las protea
sas, fosfolipasas y ATPasas. La proteasa asociada con
los espermatozoides de mamifero que ha sido mejor carac
terizada y estudiada es la enzima parecida a tripsina
denominada acrosina. Esta enzima se encuentra como su
precursor inactivo proacrosina hasta que es activada du
rante la reaccidn acrosomal, sin embargo, su localiza-
cidn en las estructuras acrosomales es controversial
(15), lo cual es debido fundamentalmente a las diferen

cias de especie.

Stambaugh y Smith reportaron que esta proteasa parece
estar firmemente unida a algln componente estructural
del acrosoma y describieron una distribucidn organizada
de esta actividad enzim&tica en los acrosomas de esper-
matozoides de conejo, mono rhesus y humano (100). Pos-

teriormente estos mismos investigadores reportaron la
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presencia de estructuras parecidas a microt@ibulos en el
acrosoma de espermatozoides de conejo y mono rhesus vy
sugirieron que estos tiibulos participan en la fijacidn
de las proteasas acrosomales (45 ). Este trabajo fue
el primer reporte de la presencia de un sistema de mi-
crotbulos en el acrosoma de los espermatozoides de ma-

mifero.

Casi simulténeamente a este trabajo, Peterson y col.en-
contraron, utilizando microscopia electrdnica e incuba-
cidn con el iondforo A23187, que en los espermatozoides
eyaculados de cerdo se forman estructuras parecidas a
microtibulos y microfilamentos cuando sucede la reac-
cidn acrosomal (46 ). Ellos reportaron que observaron
tGbulos en las inmediaciones tanto de la membrana acro-
somal externa como de la interna, asi como en la regidn
postacrosomal. Estos investigadores localizaron micro-
filamentos tanto en el area de la vesiculacidn como en
el segmento postecuatorial después de la reaccidn acro-

somal.

De acuerdo con los 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 localizd la presencia de tubulina en la

regidn acrosomal de los espermatozoides de cobayo..

Estos microtlbulos corresponderian a la clasificacidn
de microtlbulos 1ldbiles, debido a su polimerizacidn so-

lamente en alglin momento de la reaccidn acrosomal y al
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efecto observado de colchicina sobre la expresidn fun-

cional de estas estructuras.

Esta tubulina parece localizarse preferentemente en las
membranas acrosomales, ya que la fijacidn de colchici-
na-H° se llevd a cabo preferentemente en estas estructu
ras. Asi mismo, el hecho de que los patrones de fluo-
rescencia obtenidos con el anticuerpo anti o -tubulina
no varien en las células permeabilizadas y sin permea-
bilizar, sugiere que esta proteina se encuentra proba-
blemente asociada corn la membrana plasmdtica y/o la
membrana acrosomal externa. La presencia de tubulina
membranal ha sido descrita en diferentes tipos de célu
las ( 101 ).

Por otra parte, se localizd también tubulina soluble en
la matriz acrosomal, la cual podria polimerizarse for-
mando microtibulos en las fases iniciales de la reac-
cidn acrosomal a semejanza de lo reportado en otros
procesos secretorios ( 37 ). Falta todavia determinar
la mayor parte de las condiciones fisioldgicas o com-
puestos que regulan la polimerizacidn de estas protei-
nas en los acrosomas de los espermatozoides de mamifero,
siendo la calmodulina y los nucledtidos ciclicos de los
candidatos mis viables como sucede en otros sistemas de
microtlibulos 1l&biles ( 28 ), debido a su interrelacidn
directa con el calcio, catidn divalente que participa en
la induccidn de la reaccidn acrosomal en los espermato-
zoides. Por otra parte, trabajos recientes llevados a
cabo en nuestro laboratorio han indicado la presencia

de concentraciones importantes de calmodulina tanto en
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las membranas acrosomales como en la matriz acrosomal
en los espermatozoides de cobayo, asi como la participa
cidén tanto de AMPc como de GMPc en la regulacidn de la

reaccidén acrosomal en estas células ( 29 ).

El patrdén de distribucidn de la fluorescencia observado
en los espermatozoides con reaccidn acrosomal indica la
presencia de tubulina en la membrana acrosomal interna,
como lo reportaron Peterson y col ( 46 ). A pesar de
que este patrdn de puntilleo observado en este segmento
del espermatozoide pudiera corresponder a sitios de im-
plantacidén de microtlibulos seglin lo reportado por
Stambaugh y Smith para espermatozoides de mono rhesus

( 45 ), es de llamar la atencidn que este patrdén se ob-
servd solamente con el anticuerpo monoclonal anti B-tu-

bulina.

La diferencia observada en el patrdn de distribucidn de
la a-tubulina (fluorescencia en los espermatozoides con
acrosoma pero no identificable en espermatozoides sin
acrosoma) podria explicarse por diferencias en la compo
sicidn bioquimica de la a-tubulina antes y después de
la reaccidn acrosomal, ya que se ha demostrado que algu
nos anticuerpos monoclonales anti a-tubulina difieren
entre ellos en relacidn a su reactividad a la tubulina
aislada de diferentes fuentes ( 102 ). Asi mismo, se
ha reportado que la subunidad a de la tubulina presenta
un residuo de tirosina en el carboxilo terminal, que
estd relacionado con la polimerizacidn de la tubulina
en microtibulos ( 103 ); al ensamblarse esta proteina,

la a-tubulina pierde su tirosina terminal y la presen-
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cia o ausencia de este residuo influye en la fijacidn

de diferentes anticuerpos monoclonales ( 104 ).

La presencia de actina se ha identificado en numerosas
células no musculares, incluyendo los espermatozoides
de invertebrados marinos, en donde Tilney y col ( 38-
42 ) han aislado y caracterizado la actina acrosomal y
han hecho numerosos estudios para elucidar los mecanis
mos que regulan la polimerizacidn del filamento acroso-

mal.

En las cé&lulas no musculares, los filamentos de actina
se forman cuando estas células se encuentran cinética o
morfolégicamente activas. La participacidén de actina
en diversas funciones de los espermatozoides de mamffe-
ro ha sido sugerida por varios investigadores que han
reportado su presencia en espermatozoide de hamster,
perro, conejo, cobayo, ratén, rata, toro, cerdo y huma-
no ( 47,48,49,51,52 ). En todos estos casos, la identi
ficacidn de esta proteina se ha hecho mediante estudios
de inmunofluorescencia utilizando antisueros anti-acti-
na, por lo que existen muchas discrepancias en cuanto a

su localizacidn subcelular.

En este trabajo, los resultados de la electroforesis de
mostraron que en el acrosoma de los espermatozoides de
cobayo, tanto en las membranas como en la matriz acroso
mal, existe un polipéptido con el mismo peso molecular
que la actina muscular. Estos datos junto con los de
Talbot y Kleve ( 49 ) y de Clarke y col ( 48 ) en el es

permatozoide de hamster y humano respectivamente, ademds
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de la reaccidn de los espermatozoides de cobayo con an-
ticuerpo monoclonal anti-actina, son una evidencia im-
portante de que los espermatozoides de mamifero contie-
nen un tipo de actina no muscular. Debe mencionarse

que Talbot y Franklin ( 23 ) reportaron que los acroso
mas en los espermatozoides de hamster se contraen en
una fase inicial de la reaccidn acrosomal, por lo tanto,
ésta podria ser una de las funciones de esta proteina

contrictil, entre otras, en el acrosoma.

La microscopia de inmunofluorescencia indirecta utili-
zando anticuerpo monoclonal anti-actina e IgG-Fluores-
ceina sugiere que la actina estd presente en la regidn
acrosomal. Sin embargo, es importante sefialar que se
localizd en aquellas células que habian llevado a cabo
la reaccidn acrosomal,es decir,en la membrana acrosomal

interna.

Por otra parte, a pesar de que el perfil electroforéti
co de las membranas de la regidn acrosomal (plasmética
y acrosomal externa) indicd la presencia de actina, és-
ta no fue accesible al anticuerpo anti-actina. Es posi
ble que la membrana plasmiatica y/o la acrosomal externa
sean resistentes a los procesos de permeabilizacidn

( 47 ), ya que tanto la actina como la B-tubulina encon-
tradas en la membrana acrosomal interna no pudieron ob-
servarse en los espermatozoides intactos, en los que el
acrosoma estaba presente, alin en los permeabilizados.
En el caso de la actina, es posible también que, como

. Clarke y Yanagimachi sugirieron para los espermatozoi-
des de rata ( 47 ),esta proteina pudiera estar formando

complejos con otras proteinas y sea incapaz de reaccio-
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nar con los anticuerpos antes de que se lleve a cabo la
reacciédn acrosomal. Asi mismo, es importante sefialar

que en los trabajos de Talbot y Kleve y de Clarke y col.
( 48,49 ) no fue posible identificar claramente la pre-
sencia de actina en los acrosomas utilizando antisueros
anti-actina; en otros casos, utilizando espermatozoides
intactos de varios mamiferos, no ha sido posible identi

ficar la presencia de esta proteina en el acrosoma (47).

Es importante sefialar que a diferencia de lo reportado
por diferentes investigadores, no se localizd actina me
diante inmunofluorescencia en la regidn postacrosomal,
dato similar a lo encontrado por Flaherty y col. en es-
permatozoides de ratén ( 51 ); solamente se observd una
banda fluorescente lccalizada en el segmento ecuatorial
en los espermatozoides intactos. Esto es importante ya
que ésta es una regién de fusidén membranal durante la
reaccidén acrosomal y se ha sugerido que los microfila-
mentos participan en este tipo de procesos de fusidn en

diferentes estirpes celulares ( 72,74 ).

Es posible que estas diferenc¢ias en los patrones de dis
tribucibén de la actina en la cabeza de los espermatozoi
des estén relacionadas con las diferencias en los tipos
de anticuerpos utilizados por los diferentes grupos de

investigadores; asi mismo, pudieran deberse a que los

anticuerpos reaccionen con determinantes antigénicos de
la actina que se expongan en diferentes condiciones fi-

sioldgicas y/o tratamiento de las células.

Por otra parte, como era de esperarse debido a su cons-

titucidn ultraestructural, los anticuerpos monoclonales
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utilizados identificaron la presencia de proteinas con
trédctiles (actina y las dos subunidades de la tubulina)

en los flagelos de los espermatozoides.

La participacidn de actina y tubulina en la din&mica de
la reaccidn acrosomal en los espermatozoides se evalud
mediante la incubacidn de estas células en un sistema
capacitante no sincrdnico, al que se adiciond citocala-
sina B, asi como colchicina y vincristina, compuestos
que interfieren especificamente con el ensamble y fun-
cidn de los microfilamentos y los microt@bulos, respec-
tivamente, en diferentes células eucaridnticas ( 36,39 ).
Se ha propuesto que los efectos de estos compuestos se
deben a que interfieren con el equilibrio existente en-
tre las formas soluble y polimerizada de estas protei-
nas contréctiles y/o a la interferencia con el ensamble
de los microfilamentos y los microtlbulos, debido a la
formacidn de complejos actina-citocalasina B y tubulina-

colchicina o -vincristina.

Cuando se incubaron los espermatozoides de cobayo con
estos compuestos, se encontrd una inhibicidn significa-
tiva, dependiente de la dosis, en la reaccidn acrosomal
la cual alcanzd su méxima eficiencia después de 4 horas
de incubacidn cuando en el control habia 77-79% de célu
las con reaccidn acrosomal. Estos resultados pueden
considerarse como evidencias de que se interfirid con
la funcidn de la tubulina y la actina en la reaccidn
acrosomal, debido a que estos compuestos tienen una se-

lectividad especifica.
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Es importante el que los resultados obtenidos con vin-
cristina y citocalasina B después de la primera hora de
incubacidn, pudieran deberse posiblemente a un efecto
bifésico de estos compuestos en el acrosoma de las célu
las, el cual podria ser similar al efecto reportado de
vincristina y citocalasina B en las células B de los
islotes de Langerhans del pincreas durante la secrecidn
de insulina (105,106).0bviamente, esta sugerencia re-
quiere de una mayor investigacidn para identificar el
mecanismo de accidn de estos compuestos en el acrosoma

de los espermatozoides de mamifero.

Por otra parte, es importante mencionar que se conside-
rd como un pre-requisito en el sistema experimental que
los inhibidores, a las concentraciones utilizadas, no
interfieran con la viabilidad y/o con la movilidad celu
lar ya que es importante que las células tuvieran las
condiciones metabdlicas apropiadas para garantizar la
capacidad de llevar a cabo la reaccidn acrosomal, y que
el efecto observado se debiera a la interaccidn selecti
va de los compuestos con la actina y la tubulina presen

tes en la regidn acrosomal.

La movilidad en las células tratadas con los inhibido-
res fue similar a la de las células control, excepto
cuando se incubd con el alcaloide vinca en donde se en-
contrd un incremento en la movilidad. Estos resultados
permiten sefialar que las diferencias observadas entre
la sensibilidad de la tubulina acrosomal y la tubulina
del flagelo a la colchicina y la vincristina, podria de

berse a diferencias en la permeabilidad y propiedades
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estructurales de lda membrana plasmdtica en ambas regio-
nes del espermatozoide, las cuales podrian ser induci-

das por el proceso de¢ capacitacién ( 8,10 ), o bien, po
drian reflejar equilibrios intrinsecos diferentes en es

tas dos poblacione: de microt@bulos ( 53 ).

El incremento traniitorio en la concentracidn de calcio
libre en el citosol en respuesta a algln estimulo, regu
la muchos procesos dependientes de calcio en las célu-

las animales ( 107 ). El calcio libre ejerce su efecto

al unirse a proteinas de bajo peso molecular como la
calmodulina, entre otras ( 107,108 ).

El requerimiento de calcio para que se lleve a cabo la
reaccidén acrosomal en los espermatozoides de mamifero
estd bien documentado desde el trabajo de Yanagimachi y
Usui ( 21 ); sin embargo, se sabe poco acerca de los me
canismos bioquimicos que relacionan a este catidn diva-
lente con los eventos celulares subsecuentes. La calmo
dulina, también en la reaccidn acrosomal, podria tener
un papel modulador ya que se ha establecido que los mi-
crofilamentos y los microt@ibulos tienen una respuesta
diferencial al calcioc, en relacidn a su polimerizacidn
y/o despolimerizacién ( 28 ).

Esta proteina, la calmodulina, podria participar tam-
bién en la activacidn de fosfodiesterasas de nucledti-

. ao . . ++
dos ciclicos, adenilil ciclasa, Ca

-ATPasa, protein
cinasas, etc ( 107,108 ). En los espermatozoides de ra
ta, se ha demostradc la presencia en el acrosoma de fos

fodiesterasas dependientes de calcio y moduladas por
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calmodulina ( 109 ).

La compleja interrelacidn entre calmodulina, microt@bu
los y microfilamentos en el acrosoma, en relacidn con
la reaccidn acrosomal es motivo de sugerencia atracti-
va a determinar, ya que se ha reportado que f&rmacos an
ticalmodulina como la trifluoperacina y la clorpromaci-
na inhiben la reaccidn acrosomal en los espermatozoides
de cobayo ( 110 ).

La calmodulina inhibe la polimerizacidn de los microti-
bulos 4n v{tno en presencia de concentraciones micromo-
lares de calcio y en ausencia de MAPs ( 60,64 ); sin em
bargo, cuando la concentracidn de calcio es menor a

1 uM o existen MAPs en el sistema el efecto es muy esca
so ( 111 ). Esto sugiere que la participacidn de los
microtlibulos en la reaccidn acrosomal pudiera ser ante-
rior al influjo de calcio. Por otra parte, la polimeri
zacidén de actina requiere calcio y es favorecida por
calmodulina ( 108 ); por lo tanto, esta proteina podria
ejercer su efecto simultdneamente y/o posteriormente al

influjo de este catidén divalente.

Finalmente, Weissmann y col. al estudiar la liberacidn
al medio estracelular de hidrolasas lisosomales por leu
cocitos estimulados con simbégeno o particulas de litex,
propuso que este fendmeno estd asociado con el ensamble
o desensamble transitorio de microtGbulos citoplasmiti-
cos ( 112). Ellos propusieron también una hipdtesis
yin/yang para la modulacidn de la liberacidn enzimltica,
en la cual el GMPc incrementa la secrecidn enzimitica

mientras que el AMPc y otros compuestos que inducen el
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desensamble de los microtibulos inhiben la liberacidn

de las enzimas lisosomales ( 112 ).

Es importante mencionar que se ha reportado que el AMPc
tiene una participacidn importante en la induccidn y re
gulacidn de la capacitacidn en los espermatozoides de
mami fero ( 5,6,113 ) y que la relacidn GMPc/AMPc modula
la reaccidn acrosomal en los espermatozoides de hamster
y de cobayo ( 34,35 ); asi mismo, se ha demostrado que
las membranas espermldticas poseen receptores especifi-
cos para AMPc ( 13 ) y Reyes y col encontraron que las
concentraciones de AMPc y GMPc en las secreciones de
Qtero y oviducto en la coneja se modifican en funcidn de
tiempo después de la cdpula ( 5 ). La relacidn GMPc/
AMPc en el fluido de trompa de fallopio alcanza su valor
més alto 6 horas despuds de la cdpula y este hecho coin
cide de manera interesante con las etapas finales del
proceso de capacitacidn, por lo tanto con el proceso de

la reaccidn acrosomal, en este mamifero.

Estos datos ademés del hecho de que se ha postulado una
relacidn estructural y funcional muy cercana entre el
acrosoma en los espermatozoides de mamifero y los liso-
somas, asi como los resultados presentados en este tra-
bajo, apoyan la hipdtesis presentada de que en la dina-
mica de la reaccidn acrosomal en los espermatozoides de
mamifero, la actina y la tubulina tienen un papel impor
tante como sucede en otros sistemas secretorios. Este
fendmeno podria estar modulado por una relacidn precisa
de nucledtidos ciclicos y los cambios en la concentra-
cidn de calcio, a través del ensamble-desensamble de mi
crotlibulos y microfilamentos en la regidn acrosomal, de

acuerdo con los requerimientos fisiolégicos de las células.
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CONCLUSIONES.

Debido a la relacidn estructural y funcional que existe
entre el acrosoma en los espermatozoides de mamifero y
otros sistemas secretores en diferentes estirpes celula
res, en donde el ensamble y desensamble de microtibulos
y microfilamentos regula la exocitosis, se considerd ne
cesario determinar cualitativa y cuantitativamente la
presencia de proteinas contrdctiles como tubulina y ac-
tina en el acrosoma (membrana y matriz acrosomales) de
los espermatozoides de mamifero, en este caso cobayo y
se propuso que &stas se ensamblarian durante la reac-
cidn acrosomal para formar microt@bulos y microfilamen-

tos.

En este estudio se demostrd mediante electroforesis ver
tical en geles de poliacrilamida-SDS e inmunofluorescen
cia indirecta la presencia de proteinas cuyas caracte-
risticas bioquimicas coinciden con las conocidas para
actina y tubulina, tanto en la fraccidn membranal del
acrosoma como en la matriz acrosomal. Ademds, se encon
trd que los inhibidores para microfilamentos y microti-
bulos citocalasina B, colchicina y vincristina interfie
ren con la reaccidn acrosomal inducida por calcio y de-
bido a sus mecanismos de accidn en relacidn a los micro
filamentos y microtfibulos es posible sugerir la partici
pacidn de estas proteinas contréctiles en la reaccidn

acrosomal.

Por otra parte, debido a los mecanismos que regulan la
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polimerizacidn de actina y tubulina es posible que su
accidn sea secuencial, es decir, tubulina antes del in-
flujo de calcio y actina simultdneamente o posteriormen
te a este evento, aspecto también motivo de investiga-

e
ci1on.

De acuerdo a los mecanismos moleculares propuestos para
la reaccidn acrosomal, la formacidén y funcionamiento de
estos organelos parecen estar regulados a su vez a tra-
vés del efecto de calmodulina y los cambios en las con-
centraciones enddgenas y exdgenas de calcio y nucledti-
dos ciclicos, como respuesta a primeros mensajeros espe
cificos y teniendo como resultado la activacidn y secre

.. .
c1o0n de las enzimas acrosomales.

Por lo tanto, la presencia de proteinas contrlctiles en
el acrosoma de los espermatozoides de cobayo y su parti
. e .-, . - .
cipacidon en la reaccidn acrosomal apoyan la hipdtesis
propuesta de que la reaccidn acrosomal en los espermato
zoides de mamifero parece tener caracteristicas en co-

mln con un preceso de secrecidn.

A este estudio deberén seguir las estrategias para cono
cer los mecanismos mcleculares que regulan el ensamble
de estas estructuras, asi como también determinar su lo

calizacidn subcelular en el acrosoma.
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