
Universidad Nacional Autónoma de México 
FACULTAD DE QUIMICA 

PARTICIPACION DE LA ACTINA Y LA TUBULINA EN LA 
REACCION ACROSOMAL DEL ESPERMATOZOIDE DE 
MAMIFERO. 

TESIS 
Que para obtener el titulo de: 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOL060 

P r e s e n t a: 

MARICELA LUNA MUÑOZ 

1982 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



CONTENIDO 

I. INTRODUCCION. 

Antecedentes y Generalidades 
Hipótesis 

Objetivo 

Finalidad 

II. MATERIAL Y METODOS. 

1. Material 

A) Biológico. 
B) Químico 
a) Sistema para inducir la reacción 

acrosomal. 
b) Inhibidores de proteínas pareci-

das a actina y tubulina. 

b.i Citocalasina B 
b.2 Colchicina 

B.3 Vincristina 

2. Metodología. 

III.RESULTADOS. 

IV. DISCUSION. 

V. CONCLUSIONES. 

VI. RESUMEN. 

VII.BIBLIOGRAFIA. 





INTRODUCCION 

Después de la eyaculación el espermatozoide de mama 

fero requiere permanecer un determinado tiempo, tanto en - 

	

la cavidad uterina (endometrio) como en el lúimen de la 	- 
trompa de Fallopio, para adquirir la habilidad de fertili-
zar al ovocito (1,2). 

A este proceso se le denomina "capacitación", el -

cual se observa en todas las especies de mamíferos estudia 

das hasta ahora, incluyendo al humano (3). 

	

La capacitación incluye dos etapas secuenciales 	- 

(4,5): la primera n u-teno se traduce en un incremento tan 

to en la actividad metabólica como en la movilidad del es-

permatozoide; expresados por un aumento en el consumo de - 

oxígeno y de su actividad glicolítica, con la siguiente - 

particularidad: utiliza preferentemente glucosa, tanto - 

	

por la vía de Embden-Meyerhoff, como por la vía de las 	- 

pentosas; vías importantes durante el transporte del esper 

matozoide en el tracto genital femenino (6,7). La segunda 

etapa, que se lleva a cabo en la trompa de Fallopio, impli 

ca cambios no solo en el estado energético de esta célula, 

sino también modificación de las características membrana- 

les del espermatozoide (fluidez, movilidad, etc) (8,9); - 

aspectos que facilitan la fusión de las membranas plasmáti 

cas y acrosomal externa, seguidas de la vesiculación de es 

tas entidades durante la reacción acrosomal (Fig.l); even-

tos esenciales para la fertilización de la gameta homólo - 

ga (10, 11) . 
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Los cambios estructurales, metabólicos y de movili-

dad que experimenta el espermatozoide de mamífero durante 

este proceso han sido estudiados mediante la utilización - 

de métodos biofisicos, tales como: fluorescencia (8,9), po 

larografía celular (12,13), espectrofotometria de in 	- 

frarrojo (14), criofractura (10,15), microscopia electrbni 
ca (11), etc. 

Se ha determinado que estos cambios están regulados 

por la composición bioquímica del microambiente, con el - 

que el espermatozoide interacciona durante su transporte - 

en el tracto genital femenino (16). 

Ahora bien, durante la reacción acrosomal hay se - 

crecibn y/o liberación de enzimas hidroliticas ácidas 	- 

(Tabla 1), que son necesarias para la penetración del es - 

permatozoide a través de las diferentes capas que cubren - 

al ovocito; es decir, cumufue oophonuó corona radiata y - 
zona pellucida (33,34,35). 

La tendencia actual indica que este proceso es un - 
evento organizado y secuencial, debido a que los grupos de 

Talbot (36), Mercado (37) y Stambaugh (38), han demostrado 

la liberación y/o secreción de hialuronidasa y acrosina - 

por el espermatozoide metabólicamente activo (hamster, co-

nejo y humano), durante el proceso de la capacitación in 

• v.Uno y antes de la reacción acrosomal de estas células. - 

Esto implica que los estudios realizados hasta ahora solo 

han sido enfocados a la expresión final y no a la dinámi - 

ca de este proceso, como esta investigación bioquímica pre 
tende. 
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El concepto de la secreci6n y/o liberación secuen -

cial de las enzimas hidrolíticas ácidas acrosomales, así 

como las características histoquimicas y el origen de es -

te organelo, han permitido señalar una extraordinaria simi 

litud estructural y funcional entre el acrosoma, lisosomas 

y gránulos secretores (29,39). En estos dos últimos orga-

nelos tanto la liberación como la secreci6n, no solo de - 

las enzimas hidrolíticas ácidas sino de otros componentes 

bioquímicos (sustratos, iones, hormonas, etc), están regu-

lados fundamentalmente por calcio y nucle6tidos cíclicos - 

(AMPc* y GMPc**) tanto end6genos como exógenos (40,41). 

Los nucle6tidos cíclicos son segundos mensajeros - 

íntimamente relacionados con el ensamble de microfilamen - 

tos y microtúbulos, estructuras que determinan la dinámica 

de estos procesos. 

Los microfilamentos son estructuras fibrilares de - 

aproximadamente 4-6 nm de diámetro, formados por monbmeros 

de actina o proteínas similares a ésta, presentes en célu-

las superiores (42). Estas estructuras están participando 

en la determinación de la morfología y locomoción celular, 

así como en la organización del citoplasma, entre otras - 

funciones celulares y algunos de ellos están insertados - 

en la cara interna de la membrana plasmática (43,44). 

El estudio de los mecanismos moleculares involucra-

dos en el ensamble de estas estructuras, indica que este - 

* AMPc = Adenosina 3', 5' Monofosfato. 

** GMPc = Guanosina 3', 5' Monofosfato. 
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proceso se lleva a cabo en dos etapas: condensación y po-

limerizacibn, debido a la participación de dos tipos de - 

actina: monbmeros (actina G) y filamentos (actina F), se -

cuencia de eventos que culminan con la elongación de los - 

denominados microfilamentos (45). El planteamiento de es-

tos mecanismos ha sido posible, en parte, debido a que tan 
to in vivo como in v.itho, principios activos de Citocala-

sina B inhiben el ensamble de estas proteínas, uniéndose - 

específicamente con actina F e inhibiendo la elongación - 
de estas estructuras (45). 

Por otra parte los microtúbulos son entidades for - 

madas por subunidades globulares de tubulina a y 0 , que 

al organizarse en 10-13 protofilamentos constituyen un 	- 
centro de nucleacibn de estructuras oligoméricas, fase 	- 

inicial del evento de elongación que culmina con la forma-

ción de microtúbulos, cuyo diámetro es de aproximadamente 

24 nm, con un diámetro interior aproximado de 5 nm; estas 

entidades están localizadas intracelularmente en casi to - 
das las células de eucariotes (46,47,48,49). 

Los microtGbulos participan en diferentes funcio - 

nes celulares: mantenimiento del citoesqueleto celular, - 

movimientos cromosómicos durante la mitosis, secreción 	- 

(proteínas, enzimas, sustratos, iones, etc) y movilidad ce 

lular (pseud6podos, cilios y flagelos) entre otras (48). 

Los microtúbulos se han clasificado en estables y 
lábiles (48). Los lábiles están presentes en axones y 	- 
dendritas del sistema nervioso central, aparato mitbtico,-

gránulos secretores y en el citoplasma de células eucario-

tea. Por lo tanto, la tubulina se encuentra en equilibrio 
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dinámico con microttbulos ensamblados, lo que hace que las 

células tengan la capacidad de regular la asociaci6n y di-

sociación de estas entidades, dependiendo de las necesida-

des fisiológicas celulares. 

Por otra parte, los microtCbulos estables, presen - 

tes en cilios y flagelos, no parecen estar en equilibrio - 

con tubulina citoplasmática libre. Estos pueden ser aisla 

dos como estructuras intactas y presentan las siguientes - 

propiedades: no se despolimerizan a bajas temperaturas, - 

altas presiones y agentes químicos (Colchicina y Vincristi 

na), a diferencia de los microtóbulos lábiles, en donde es 

específica y selectiva la interferencia con el ensamble y 

dinámica de estas estructuras debido a los inhibidores an-

tes señalados (46) 

Es importante señalar que los microt1bulos han si - 

do descritos en acrosomas de especies inferiores (NuceUCa 

£apillue, Thunca.tella, Gen'Ze nemJgiz (38) , y por otra - 

parte, se ha determinado histoquímicamente que la activi - 

dad de acrosina está unida a proteínas parecidas a tubuli-

na en los acrosomas de espermatozoides de diferentes espe-

cies de mamíferos (38). Así mismo, la contractilidad de - 

las estructuras acrosomales parecen estar determinadas por 

proteínas parecidas a actina. La presencia de estas pro - 

teínas ha sido detectada en la cabeza del espermatozoide - 

de mamífero utilizando inmunofluorescencia indirecta (50). 

Los datos anteriores permiten sugerir la existencia 

de sistemas lábiles de microtúbulos y microfilamentos en - 

los acrosomas de mamíferos superiores, los que participan 
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en el proceso de secreción y/o liberación de enzimas duran 

te la reacción acrosomal; pero debido a su labilidad aun - 

no se han podido visualizar objetivamente, siendo por su - 

puesto también necesario el determinar con precisión el mo 

mento en que se lleva a cabo el ensamble de estas estructu 

ras. 

HIPOTESIS.- Como se ha señalado, el acrosoma del - 

espermatozoide de mamífero tiene características estructu-

rales y funcionales similares a las de un gránulo secretor 

(29,39). A semejanza de lo estudiado en lisosomas (41,51) 

y gránulos secretores, proponemos la existencia de proteí-

nas parecidas a actina y tubulina, integradas al ensamble 

y desensamble de microfilamentos y micrctúbulos en la mem-

brana plasmática y matriz acrosomal, respectivamente. Se 

piensa que estos componentes, acoplados, integran la diná-

mica de la reacción acrosomal y parecen estar regulados - 

por calcio, magnesio y nucleótidos cíclicos (AMPc y GMPc) 

intra y extracelulares (3,16,40). 

F1 OBJETIVO de este trabajo se orienta al estudio - 
de la participación de microfilamentos y microtúbulos en - 

la dinámica de la reacción acrosomal del espermatozoide - 

de mamífero, mediante la utilización de inhibidores especí 

ficos para estas estructuras: Citocalasina B para micro - 

filamentos, Colchicina y Vincristina para microtúbulos; - 

con la FINALIDAD de que los resultados de este estudio ayu 

den a esclarecer los mecanismos moleculares que inician y 

regulan la reacción acrosomal, lo que potencialmente con - 

tribuirá a diseñar una estrategia más racional para regu - 

lar la fertilidad humana. 
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Fig.1 ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE DE COBAYO. 

a) En esta microfotografla electrónica de barrido de un -
espermatozoide de cauda de epidídimo (cobayo), se observan 
sus componentes estructurales: región acrosomal (AC), seg- 
mento ecuatorial (SE), pieza media (PM), y flagelo (F) 	- 
(X 5000). b) Diagrama esquemático del espermatozoide de - 
cobayo antes y después de la reacción acrosomal, en el que 
se observa sus membranas plasmática y acrosomal externa, - 
matriz acrosomal y nCcleo, así como diferentes cambios mor 
fol6gicos que sufren sus entidades membranales (fusión de 
membranas y vesiculacibn) durante este proceso. 

Modificación de Friend y col (10). 



TABLA 1 

ENZIMAS HIDROLITICAS ACIDAS LIBERADAS Y/O SECRETADAS 

DURANTE LA REACCION ACROSOMAL DEL ESPERMATOZOIDE - 

DE DIFERENTES ESPECIES DE MAMIFEROS. 

ENZIMAS 
	

REFERENCIAS 

Hialuronidasa 	Austin, 1960 (17). 

Gould y Bernstein, 1973(18) 

Stambaugh y Buckley, 1969 

(19) 

Acrosina 	Schill y Fritz, 1975 (20) 

Stainbaugh y Buckley, 1969,   

1972 (21). 

Zaneveld y col., 1972 (22) 

Morton y col.,1975 (23) 

Garner y col., 1977 (24) 

Proacrosina 	Meizel, 1978 (16) 

Schleuning y col., 1976 (25) 

Estearasa 	Bryan y Unnithan,1973 (26) 

Neuraminidasa 	Srivastava y col., 1970 	- 

(27) 
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cont. 

Fosfatasa ácida 

Fosfolipasa A 

Arilsulfatasa 

Hartree,1977 (28) 

Maizel, 1978 (16) 

Allison y Hartree, 1970 

(29) 

Allison y Hartree, 1970 

(29) 

N-Acetilglucosaminidasa Couchie y Mann, 1957 (30) 

Aril-aminidasa 	Meizel y Colham, 1972 (31) 

Proteinasas ácidas 	Allison y Hartree, 1972 

(29) 

Colagenasa 	Koren y Milkovic, 1973 (32) 

.9 



II. MATERIAL Y METODOS. 



I. MATERIAL 

A. BIOLOGICO. 

Se utilizaron 40 cobayos machos de la cepa Hartley, 

adultos de 4-10 meses de edad, pesando 800-900 g, todos - 

ellos de fertilidad comprobada; éstos se mantuvieron con - 

un fotoperiodo de 10:14 h., a una temperatura de 22 + 1°C, 

con agua y purina ad ei.bitum. 

B. QUIMICO. 

a.- Sistema para inducir la reacción acrosomal. 

Medio Capacitante mínimo 	(MCM) * 

NaC1 102.0 	mM 
CaCl2  1.15 mM 
NaHCO3  25.0 	mM 
CH3-CO-000Na 1.0 	mM 
CH3-CHOH-COONa 20.0 	mM 
Osmolaridad 306 	mosm/kg 

pu 7.4 

Los reactivos utilizados fueron de grado analítico 

y se obtuvieron de las casas Sigma Chemical Co. y Merck - 

Darmstadt. 

. 10 

* Barros, 1974 (52). 
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b.- Inhibidores de proteínas parecidas a actina y 
tubulina. 

Seleccionamos los siguientes compuestos para inter-

ferir con el ensamble y desensamble de microfilamentos y - 

microtúbulos, debido a que poseen una alta especificidad y 

los mecanismos moleculares de su interacción están plantea 

dos y prácticamente elucidados (53,54,55). 

MICROFILAMENTOS: 

Citocalasina B (Aldrich Chemical Co., Inc.) 

MICROTUBULOS: 

Colchicina (Merck, Darmstadt) 

Vincristina (Sulfato de Vincristina, Eh i Lilly & 

Co.) 



b.1.- 	CITOCALASINA B 

.12 

Nombre sistemático 

Fórmula condensada 

Peso molecular 

Rotación óptica 

Solubilidad 

Estructura 

(7S, 16R, 20R)-7,20-dihi -
droxi-16-metil-10-fenit-
24-oxa- /19-citocalasa-6 
(12)-13 (É)-tríen-1, 23-dio_ 
na. 

C29H37NO5 

479 

%o¥7D + 83° 

metanol 

12 

II CH2 
CH3 	6 

5 	7 

10 	4 	8 

HN2 
O23 24  

0 0 

OH 	CH3 

14 	16 
13 / 15 

17 

20 
2 2¥ 	 18 

21 	19 

OH 

La Citocalasina B es un subproducto del metabolismo de di-
ferentes géneros de Deuteromicetos (56,57,58)F. 



MECANISMOS DE ACCION PROPUESTOS 

La Citocalasina B está constituida por un grupo -

perhidroisoindol fusionado a un macrociclo que incluye: - 
un anillo 8 -lactama, dos dobles enlaces disustituidos en 
posición trans y un grupo hidroxilo en C-20 (57). Es im - 

portante señalar que la actividad biológica de Citocalasi-

na B depende, principalmente, de la integridad de este ma-

crociclo así como de los sustituyentes hidroxilo en C-20 y 

el grupo carbonilo en C-23 (59). 

Se ha establecido que Citocalasina B se incorpora - 
en el interior hidrofbbico de la membrana plasmática e in-

duce cambios conformacionales en los sistemas de transpor-
te (sustratos, iones, etc), concomitantemente con la sepa-

ración de los microfilamentos insertados en la superficie 

interna de la membrana plasmática (43,44). Esta interac -

cibn, además de interferir con la función de los filamen - 

tos de activa, causa una rápida y severa inhibición en el 

transporte de hexosas, principalmente de glucosa,lo cual - 

explica la inhibición de ciertas actividades metabólicas - 

en las células y la pérdida de las propiedades contrácti - 

les de estas entidades (60,61). 

.13 



b.2.- 	COLCHICINA 
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Nombre sistemático 

Fórmula condensada 

Peso molecular 

Rotación óptica 

Solubilidad 

Estructura 

7-acetamino-1,2,3,10-tetra-
metoxi-6,7-dihidrobenceno-
od 7 heptalen-9 (5H)-ona. 

C22H25NO6 

399.43 

L¥717 - 429° 
D 

etanol, cloroformo. 

CH30 

CH30 
19 

-COCH3 
22 

OCH3 

La Colchicina es un alcaloide obtenido de la planta "Col-
chicum automnale" así como de otras plantas de la familia 
colchicum y grupos relacionados (54,62). 



MECANISMOS DE ACCION PROPUESTOS 

La Colchicina es un derivado de tropolona con tres 

anillos: un anillo aromático (A) con tres grupos metoxi,-

un anillo de siete átomos de carbono (B) con un grupo ami-

no como sustituyente en C16, y un anillo de tropolona (C) 

con un oxígeno y un grupo metoxi en las posiciones 1 y 2 - 

respectivamente. Se ha señalado que las siguientes estruc 

turas son necesarias para que la molécula presente activi-

dad: el grupo metoxi en el anillo A; que el anillo C esté 

Integro y que presente el grupo metoxi en la posición 2 - 

del anillo C (63). 

El mecanismo de acción propuesto para Colchicina - 

señala que este compuesto se une firme y específicamente a 

la proteína que forma los microtúbulos (tubulina), inhi - 

biendo el ensamble de las subunidades de tubulina para - 

formar estas estructuras (62,64). Este efecto puede obser 

varse utilizando concentraciones muy bajas de Colchicina -
( < lo-6  M ) en ciertos tipos de microtfibulos, especial - 

mente los del huso acromático. 

Durante muchos años se ha señalado que la Colchici-

na no se une a los microtfibulos intactos, posiblemente por 

un impedimento estérico (65), y que este efecto puede de - 

berse a dos mecanismos diferentes: 

1. La Colchicina se une a las subunldades de tubu 

lina impidiendo su ensamble y, por lo tanto, la formación 

de los microttbulos denominados lábiles (46). 

.15 
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b.3.- 	VINCRISTINA. 

Nombre sistemático 	/3aR-/3a.c,4p, 5a%, 9 (3R, 
5S, 7R, 9S), lObR, 13a7_7 
-metil-4-(acetoxi)-3a= 
etil-9-/5-eti1-1,4,5,6,7, 
8,9,10-6ctahidro-5-hidroxi 
-9-(metoxicarbonil)-2H-3, 
7-metano-azacicloundecino 
¿,4b7 indol-9-i17 3a,4,5, 
5a,6,11,12,13a-octahidro-
5-hidroxi-8-metoxi-6-meti1 
-1H-indolizino ¿L1-c7 
carbazol-5-carboxilato. 

Fórmula condensada 	C46H56N4010 

Peso molecular 	824.9 

Rotación óptica 	/—w,7 p5  + 170  

Solubilidad 	metanol 

Estructura 

.17 

'H3 
COH CO2CH3 

La Vincristina es un principio activo extraído de la plan-
ta "Catharanthus roseus" (66). 



MECANISMOS DE ACCION PROPUESTOS. 

La Vincristina es un derivado indólico bifuncional 
formado por una molécula de Vindolina, la cual es inacti-

va, y otra de Catarantina, en donde reside la actividad - 

biol6gica de los alcaloides Vinca (62,67). 

La interacción de los alcaloides Vinca con tubuli - 
na, provoca la disolución de los microtübulos y la forma -

ción de cristales regulares de tubulina. Estos cristales 

contienen una mol de Vincristina unida por una mol de tubu 
lina (62). 

Se ha encontrado que la adición de Vincristina a - 

sistemas de incubación .Ln vi..tho , causa la precipitación 

de tubulina (68); también se ha demostrado que este alca - 

loide provoca la formación de cristales Ln vivo (62). Es 

tos efectos son dependientes de la concentración y para - 

obtener una precipitación completa, se requieren concentra 

clones elevadas de Vincristina ( >1 mM) (69). 

La precipitación in vLtho y la formación de crista 

les ¿n vivo , parecen producirse por mecanismos diferen - 

tes, ya que se ha establecido la existencia de 2 sitios de 

unión entre Vincristina y tubulina, los cuales presentan - 
propiedades fisicoquímicas y funcionales diferentes: el - 

primero tiene una constante de afinidad alta (6 x 10611 ) y 

facilita el desensamble de los microtCbulos mediante la - 

formaci6n de paracristales ácidos; y el segundo sitio tie-

ne una constante de afinidad baja ( 8 x 104  M ) e induce - 

.18 
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la precipitación de tubulina ¡n v.i.tho (70). 	Por otra 	- 

parte, la interacción de Vincristina con tubulina es rápi-

da, reversible e independiente de temperatura en un rango 

entre 0 y 37°C, induciendo inhibición en el ensamble de - 

los microtúibulos (62) . 



2. METODOLOGIA. 

Se obtuvieron los complejos testículo-epidídimo de 

cobayos adultos, fértiles, sacrificados por dislocación - 

cervical. Una vez disecado el complejo testículo-epidídi-

mo, se procedió a ligar tanto el conducto deferente como - 

la porción distal de la cauda del epidídimo correspondien-

te, que se colocó en una caja petri con solución salina - 

isot6nica, con pH de 7.6, a 37°C, con la finalidad de con-
servarla en condiciones adecuadas y mantener viables a los 

espermatozoides. 

La cauda del epidídimo se colocó en un tubo de vi - 

drio siliconizado con 5 ml. de NaCl 0.154 M, instilándose 

2 ml. de esta solución a través del conducto deferente y 

seccionando la porción distal de la cauda, obteniéndose - 

así los espermatozoides. La suspensión celular se hizo - 

pasar a través de una pipeta pasteur en la cual se empaca-

ron laxamente 10 mg de fibra de vidrio, con el objeto de - 
separar las células viables de las no viables y así obte - 

ner una población más homogénea de células, con una mayor 

eficiencia en la reacción acrosomal ¡n vítno (71). 

Con el objeto de concentrar y lavar los espermato - 

zoides de los componentes y/o secreciones del epidídimo, - 

se centrifug6 a 750 rpm, durante 7 min, a 32-35°C, resus - 

pendiendo las células v/v con solución de NaCl 0.154 M, - 

las cuales se contaron en una cámara de Neubauer para 	- 

ajustar por dilución a una concentración de loe  células/ml 

.20 
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Con la finalidad de seleccionar las concentraciones 

óptimas en las cuales los inhibidores interfieren con la - 

reacci6n acrosomal, sin modificar el patrón de movilidad, 

se probaron diferentes concentraciones ( 1 uM - 1 mM) de - 

los inhibidores para microfilamentos y microtfibulos antes 

mencionados, encontrándose que las concentraciones de 10, 

25 y 50 pM cumplen los requerimientos para este estudio. 

Se preincubaron alícuotas de 500 pl de la suspen - 

si6n de células con las diferentes concentraciones de cada 

inhibidos, así como su control respectivo, durante 10 min, 

a 37°C. Después de esta preincubaci6n los espermatozoides 

se lavaron, concentraron y posteriormente se resuspendie - 

ron con 1 ml de MCM,que contiene los sustratos necesarios 

para que estas células realicen el proceso de la capacita-

ción-reacción acrosomal (43) (Fig.2). La incubación se -

llevb a cabo durante 4 h. a 37°C, bajo una atmósfera de - 

5 % CO2  + aire. 

Se tomaron alícuotas de estos sistemas de incuba -

ci6n cada hora, durante el período de cuatro horas y me - 

diante un microscopio de contraste de fases se determinó -

el tanto por ciento de la reacción acrosomal. 

Simultáneamente a esta evaluación se tomaron ali - 

cuotas para determinar la movilidad espermática, utilizan-

do un método espectrofotométrico, el cual está basado en - 

las características de anisotropía óptica que presentan - 

las partículas elongadas en un flujo (72). En estas condi 

ciones, tanto las partículas elongadas como los espermato- 

zoides presentan una reotaxis positiva. Al detener el 	- 
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flujo se inicia el período de relajación correspondiente,-

mismo que se traduce en un cambio en la densidad óptica. - 

Este cambio en la absorbancia está relacionado con la dis-

tribuci6n al azar de los espermatozoides al detener el flu 

jo y es directamente proporcional a la movilidad de estas 

células (72). 

El indice de movilidad espermática (IME) en los es-

permatozoides de cobayo se determinó de la siguiente for - 

ma: alícuotas de 50 x 106  espermatozoides, diluidos en un 

volumen final de 9 ml de MCM, se hicieron pasar a través - 

de una celdilla de flujo (Fig.3) a una velocidad constante 

de 7 ml/min, obteniéndose así una densidad óptica inicial 

(DO) correspondiente a la turbidez de la suspensión celu-

lar. Los límites óptimos de turbidez se encontraron entre 
0.7 - 0.9 unidades de absorbancia a 475 nm, lo que permi - 

tió establecer, bajo estas condiciones, la basal correspon 

diente. Ahora bien, al detener el flujo se observó un 	- 

cambio en la densidad óptica, debido a la distribución al 

azar de estas células. Las pendientes resultantes en fun-

ci6n de tiempo, 30 seg (DOf) nos permitieron establecer - 

el IME (Fig.4), parámetro que nos permitió evaluar cuanti-

tativa y comparativamente la fase experimental y el con - 

trol respectivo durante este estudio, bajo las condiciones 

antes mencionadas. 



FIGURA 2 

OBTENCION DE ESPERMATOZOIDES DE CAUDA DE EPIDIDIMO 

- Perfusión con NaC.l 0.154 M, pH = 7.4 

- Filtrar la suspensión celular en columna de fibra de - 
vidrio (68) 

750 rpm, 7 min. a 30-32° C 

Espermatozoides 	Sobrenadante 
(descartar) 

- Resuspender en NaCl 0.154 M, pH 7.4 

- Contar y ajustar a 108  células/ml. 

INCUBACION 

1) 10 min en NaCl 0.154 M, pH 7.4 a 37°C. 

a) Control ( 2 X ) 

b) Experimento ( 2 X 

Espermatozoides 

750 rpm, 5 min. a 30-32° C 

Sobrenadante 
(descartar) 

2) 4 horas en MCM (52), pH 7.6 - 7.8 a 37° C. 

Atmósfera: 5 % CO2  + aire. 
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Fig. 3 ESQUEMA DESCRIPTIVO DE LA CELDILLA DE ATHERTON (42) 
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EVALUACION DE LA MOVILIDAD DEL 
ESPERMATOZOIDE POR ESPECTROFOTOMETRIA 

0.9 	 ! 

0 A.8 	

8'
\ [ 

C 

0.7 

DO¡ - DOf 
0.6 	IME =- X 100 

DO¡ 

Fig. 4. DEM1CIQJ EEP 	DE LA M VILIDAD ESPF.FM11TICA 

Se muestran los registros obtenidos por espectrofotometria 
correspondientes a suspensiones de espermatozoides en don-
de se observa: (A) y (B) espermatozoides móviles; (C) es - 
permatozoides inmóviles. Las flechas superiores indican - 
la densidad óptica inicial (DO¡) que se registra inmediata 
mente antes de detener el flujo. Las flechas inferiores = 
muestran el cambio en la densidad óptica final (DOf) regia 
trada 30 seg después de detener el flujo. La fórmula ex - 
presada permite obtener el indice de movilidad espermática 
(IME). 



RESULTADOS OBTENIDOS. 



RESULTADOS 

Espermatozoides de cobayo fueron incubados con cada 

uno de los inhibidores específicos para proteínas pareci - 

das a actina (Citocalasina B) y tubulina (Colchicina y Vin 

cristina) a diferentes concentraciones (10, 25, 50 iM). 

Los resultados de este estudio implican 5 experimen 

tos para cada inhibidor con el control respectivo. 

Para evaluar la presencia de proteínas parecidas a 

actina, se agregó al sistema de incubación Citocalasina B 

a las concentraciones señaladas, con las cuales se obtuvo 

una marcada inhibición de la reacción acrosomal (Tabla II). 

Como puede observarse, a la concentración de 50 UM se obtu 

vo un 51% de reacción acrosomal al término del periodo de 

incubación ( 4 h.), comparado con 77% obtenido en el con - 

trol (Fig.5). 

El efecto del alcaloide de Colchicum automnale 	- 

(Colchicina), en nuestro modelo experimental a las concen-

traciones señaladas, tradujo una inhibición significativa 

de la reacción acrosomal con todas las concentraciones usa 

das (Tabla III). La concentración de 50 PM de Colchicina 

indujo un 65 %'de inhibición de la reacción acrosomal al - 

final del periodo de incubación, cuando se comparó con el 

respectivo control (Fig.6). 

Por otra parte el efecto de los alcaloides Vinca - 

(Vincristina) en el ensamble y desensamble de proteínas - 
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contráctiles (tubulina) involucradas en la dinámica de la 
reacción acrosomal, dieron como resultado un 42 % de inhi-

bición en este proceso al utilizar 50 PM de Vincristina, - 

comparado con 77 % de reacción acrosomal en el control, al 

término del período de incubación (Tabla IV, Fig.7). 

Para garantizar la no interferencia con la movili - 

dad espermática de los inhibidores Citocalasina B, Colchi-

cina y Vincristina a las concentraciones antes menciona - 

das, se procedió a determinar el índice de movilidad es - 

permática (IME) simultáneamente con la evaluación de la -

reaccibn acrosomal, utilizando el método espectrofotomé - 

trico descrito en la sección correspondiente. 

Los valores obtenidos del IME con espermatozoides - 

de cobayo, representan la media + 1 desviación estándar - 

de 5 experimentos (Fig.8). 

Los resultados obtenidos demuestran que la adición 

de Citocalasina B al medio de incubación, no interfiere - 

significativamente con la movilidad del espermatozoide de 

cobayo en las primeras 3 horas de incubación; en tanto que 

al final del período de incubación (4 h) se encuentra una 

ligera disminución en el parámetro ( -8.6%) (N.S.). 

Cuando se utilizó Colchicina, se obtuvieron valo - 

res similares al control durante las tres primeras horas - 

de incubación, no siendo así durante la cuarta, en donde - 

se observó un ligero incremento en la movilidad espermáti-

ca (30%) (P < 0.10). Por otra parte, los resultados obte- 

nidos en presencia de Vincristina mostraron un aumento 	- 
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significativo ( P < 0.005 ) en la movilidad del esperma - 

tozoide de cobayo durante todo el período de incubación. 
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CITOCALASINA B 

• • OONTROL 
v► .¥u 

O 	1 	= 	3 
Magas 

FIG. 5 INFEPACCION DE CITO 2'iLTSINA B CON P=INAS PARECIDAS A ACTI-
NA DXIRWrE EL PI DC ESO DE LA REACX ION ACRC6C 47 L. 
Cada punto representa el prmedio de cinco experimentos + des-

viación estándar. msérvese que el efecto inhibitorio de citocalasina B 
sobre la reaocibn acrosom3l es independiente de la concentración. La -
conoantracibn m s eficiente es de 50 hM para inducir una disminución - 
significativa al final del período de incubación (4 h). 



TABLA II 

CITOCALASINA 8 

Concentración de Por ciento de Inhibi 	- 
Tieso cibn de Reacci6n Acroso inhibidor mal en relación al con- 

trol. 

10 pm 1 hora 0 

2 horas 0 

3 horas 0 
4 horas 6% 

25 uM 1 hora 0 

2 horas 0 

3 horas 11 % 
4 horas 26%** 

50 	u14 1 hora 0 

2 horas 19%* 

3 horas 26 % ** 

4 horas 34 % *** 

% 	Inhibición de R.A. = 100 - ( 	% 	R.A. exp. 	X 100 ) 
% 	R.A. control 

* 	P (<0.05) 
** 	P ( < 0.005) 
*** P ( < 0.0005) 
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COLCHICINA 

• S CONTROL 
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FIG . 6. INIERYrioN Espa iFICA DE cOLQIICINA CON TIIDILINA DURANTE LA 
RFACCION PCE MOMAL. 

Cada punto en la gráfica representa la media + desviación es-
tardar de cinco experimentos. Se observó disminución significativa,  
dependiente de concentración, en la reaocibn acrosota 1. 
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TABLA 	III 

COLCHICINA 

Concentración de Tieso Por ciento de Inhibi 	- 
inhibidor cibn en Reacción Acoso 

nal en relación al 
Control. 

10 NM 1 hora 0 
2 horas 11 % 

3 horas 30%* 

4 horas 42%** 

25 pM 1 hora 0 
2 horas 39 8 ** 

3 horas 46 % ** 

4 horas 52%*** 

50 pM 1 hora 12% 

2 horas 42%** 

3 horas 54 % *** 
4 horas 65%*** 

% 	Inhibición de R.A. = 100 -  x 100) % R.A. control   

* 	P(<0.05) 
** 	P ( ( 0.005) 
*** 	p ( < 0.0005) 
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VINCRISTINA 

•---S CON 

NONA: 

¥'I G. 7 Il1FER1ER CIA CON EL E SN43LE-1ISENSA ULE DE LOS BICI 11BU -
L06 03N V RISTIW EN LA DIM MICA DE LA RFACCICN ACFCSCH L. 
Cada punto en la gráfica representa la media + desviación es-

tándar de cinco experimentos. Se observó un nercado efecto inhibito - 
rio a la mayor concentración de este alcaloide Vinca, (50 uM) en la -
Gltima hora de incubación. 



TABLA IV 

VINCRISTINA 

Concentración de 	Ti 	Por ciento de Inhibí - 
inhibidor ° 	cibn de Reacción Acoso- 

¡ml en relación al 
control. 

l0 uM 	1 hora 	0 

2 horas 	3% 

3 horas 	16%* 

4 horas 	19%* 

25 µM 	1 hora 	0 

2 horas 	0 

3 horas 	18%* 

4 horas  

50 1if 	1 hora 	0 

2 horas 	0 

3 horas 	22 % ** 

4 horas 	42 % *** 

% Inhibición de R.A. = 100 - ( 	% R.A.  e' 	x 100 ) % R.A. control 

* 	P (< 0.05) 

** P ( < 0.005 

*** P ( < 0.0005) 
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Fig. 8 INDICE DE MC)VILIDAD ESPERMATICA (IME) DEL ESPERI.TDZOIDE DE -
(CI3AYO. 
El indice se determinó por el método espectrofotamétr..00 des - 

crito por Atherton (72). Cada punto corresponde a la n~dia + desvia-
ción estándar d cinco experimentos. 





DISCUSION. 

En los eventos moleculares involucrados en la reac-
ción acrosomal del espermatozoide de mamífero, participan 

integralmente tanto componentes bioquímicos de la matriz -

acrosomal y de las membranas correspondientes a estas enti 

dades, como constituyentes del microambiente periovulato - 
rio de la trompa de Fallopio (16) (Tabla V). 

Se ha demostrado que los componentes de la matriz - 

acrosomal que participan en este proceso son: la conver - 

si6n de proacrosina en acrosina, que activa a la fosfolipª 

sa B; la actividad de las ATPasas, tanto la dependiente de 

calcio, como la dependiente de sodio y potasio; as£ como - 

la liberación simultánea de zinc (16). A estos eventos - 

unimos nuestra HIPOTESIS de trabajo, que tiene como objeti 

vo determinar la presencia y participación de proteínas pa 

recidas a actina y tubulina en la dinámica de la secreción 

y/o liberación de las actividades hidrolíticas ácidas con-

tenidas en la matriz acrosomal; estas actividades son es - 

trictamente necesarias para el paso del espermatozoide a - 

través de las investimentas del ovocito para poder fertili 

zarlo. 

Debido a que los gránulos secretores, lisosomas y - 

acrosoma, son estructuras subcelulares que tienen un mismo 

origen de diferenciación (aparato de Golgi) (29), no es - 

sorprendente que todos ellos tengan una extraordinaria si-

militud, no solo en sus características estructurales, si-

no también en su función fisiológica propiamente dicha. - 
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Por lo tanto, el concepto tradicional de la relación pro - 

ceso patológico-lisosoma, actualmente ha sido reemplazado 

por la participación de los gránulos secretores, lisosomas 

y acrosomas en expresiones importantes de la fisiología - 

celular como : menstruación (73), secreción de insulina - 

(74), fagocitosis (75) y la reacción acrosomal propiamente 

dicha (16,76). 

Es particularmente interesante la interrelación li-

sosoma-endometrio y su participación en la menstruación - 

en primates superiores, incluyendo humano, en donde el pre 

dominio estrogénico induce un aumento en el número y tama-

ño de los lisosomas, así como cambios en la permeabilidad 

de sus membranas, que facilitan la liberación de las acti-

vidades hidroliticas ácidas (73). Por otra parte, estu - 

dios recientes han establecido que los microfilamentos y - 

los microtCbulos juegan un papel importante en la activi - 

dad secretora de los islotes de Langerhans (74), debido a 

que la adición de inhibidores específicos de estas estruc-

turas (Citocalasina B, Colchicina y Vincristina), a siste-

mas de incubación .Ln vLtno, indica una interferencia signa 

ficativa con la secreción de insulina (74,77); inclusive - 

se ha propuesto que el mecanismo de este proceso comprende 

dos etapas; una rápida, en la cual se liberan los gránulos 

secretores de las proximidades de la membrana plasmática - 

mediante una red transmembranal constituida por moléculas 

parecidas a actina; y una segunda etapa, lenta, que re 	- 

quiere la participación simultánea de microfilamentos y - 
microtúbulos (74). 

Esta expresión de funcionalidad en las diferentes - 

estirpes celulares mencionadas, tiene un denominador 	- 
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común: la organización de estructuras dinámicas como son -

microfilamentos y microtúbulos, cuya integración y función 

está modulada por calcio y nucleótidos cíclicos (AMPc y - 

GMPc), como consecuencia de un estimulo hormonal o una ne-
cesidad de la función celular. 

Por lo tanto los resultados obtenidos en este traba 
jo son importantes, debido a la interferencia significati- 

va obtenida al final del periodo de incubación de 4 h. 	- 
cuando se adicionó Citocalasina B, Colchicina y Vincristi-
na (34%,65% y 42% respectivamente), a un sistema de incu - 
bación no sincrónico para inducir .n vttno reacción acro-

somal en espermatozoides de cobayo. 

Estos resultados son un apoyo sólido para proponer 

la presencia y participación de estructuras parecidas a - 

actina y componentes proteínicos solubles, de 120 000 	- 

daltons, tubulina, en la dinámica de la liberación y/o se-

creción de las actividades hidroliticas ácidas de esta en-
tidad. 

La observación de que los inhibidores empleados, a 

las concentraciones utilizadas en este estudio, no inter - 

fieren significativamente con la movilidad de los esperma-

tozoides, indica que existe una regionalización de las ca-

racteristicas membranales de esta célula, ya que por ejem-

plo, la permeabilidad a estos compuestos resulta diferente 

en la región acrosomal y en la pieza media y flagelo del - 

espermatozoide. Esto también podría implicar la existen - 

cia de dos tipos de microtúbulos en esta célula: estables 

y lábiles. Los microtúbulos del flagelo y pieza media - 
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corresponderían a la categoría de estables y por lo tanto 

no son afectados por los inhibidores en estas condiciones 

experimentales; los presentes en el acrosoma serían micro-

túbulos lábiles, sensibles a las concentraciones de inhibí 

dores utilizadas, las cuales se ensamblan dependiendo de - 

las necesidades fisiológicas de la célula. 

Estos datos, conjuntamente con la existencia de 	- 

una relación diferencial precisa de AMPc/GMPc periovulato-

rio, tanto en el microambiente endometrial como en el lu - 

men de la trompa de Fallopio (3,76), concatenado con la - 

presencia de sitios receptores para AMPc en las membranas 

acrosomales del espermatozoide humano (78), que en condi - 

ciones que incluyen la presencia de primeros mensajeros -

( 17 8-estradiol, progesterona, catecolaminas, prolactina) 

(79,80,81,82) y calcio (83), determina la fosforilacibn de 

componentes membranales (84) que traducen cambios membra - 

nales en estas estructuras, son aspectos moleculares que - 

se agregan al conocimiento de los mecanismos bioquímicos - 

que inician y regulan la reacción acrosomal en el esperma-

tozoide de mamífero. 



TABLA V 

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA REACCION ACROSOMAL 

ESPERMATOZOIDE: 

- Fosfolipasa (s) 

- ATPasa, ATP 

- Adenilato Ciclasa 

- Guanilato Ciclasa 

- Acrosina 

- Microtfibulos y/o Actina 

- H , Ca +++ y Zn++  acrosomales  

MICROAMBIENTE: 

- 	++, Zn++  Ca  

Acidos Grasos 

- Albúmina Catecolaminas 

Esteroides 

- AMPc y GMPc 

- Ion6foros Biológicos 

o 





CONCLUSIONES 

Se determinó indirectamente la presencia de tubuli-

na y proteínas parecidas a la actina en la región acroso - 

mal del espermatozoide de mamífero, a través de la utiliza 

cibn de inhibidores específicos para estas proteínas. 

Se estableció la participación dinámica de microfi-

lamentos y microtúbulos en la reacción acrosomal, ya que - 

se observó una inhibición significativa en este proceso al 

utilizar los diferentes inhibidores, lo que implica la 	- 

existencia de microtúbulos lábiles en el acrosoma del es - 

permatozoide de mamífero, los cuales se ensamblan depen - 

diendo del estado fisiológico celular. 

La interferencia obtenida de los inhibidores utili-

zados en nuestro estudio fue selectiva para los microfila-

mentos y microtúbulos de la región acrosomal, ya que no -

interfirib significativamente con la movilidad de los es - 

permatozoides, lo cual también indica que existe una re - 

gionalización de las características membranales de los - 

espermatozoides de mamífero. 

.41 





RESUMEN 

El acrosoma del espermatozoide de mamífero parece - 
tener características estructurales y funcionales de un - 

gránulo secretor; sus enzimas hidrolíticas ácidas partici-

pan en la fertilización del ovocido homólogo. El objetivo 

de este estudio es señalar la participación de microtfibu - 

los y microfilamentos en la reacción acrosomal. Los esper 

matozoides se obtienen de cauda de epidídimo de cobayos - 

machos, adultos y fértiles. Se preincuban alícuotas de -
5 x 106  espermatozoides, metabólicamente activos, en pro - 

sencia de Citocalasina B, Colchicina y Vincristina, a con-

centraciones de 10, 25 y 50 pM para cada uno de ellos. - 

Posteriormente los espermatozoides se resuspenden en un - 

Medio Capacitante Mínimo, a pH 7.6, en el cual se incuban 
4 h. a 37°C. Cada hora del período de incubación evalua 
comparativamente, tanto en la fase experimental como en el 

control respectivo, reacción acrosomal y movilidad esper -

mática, mediante microscopía de contraste de fases y es - 

pectrofotometría (475 nm) respectivamente. Al final del - 

período de incubación nuestros resultados indican una in - 

hibici6n significativa de la reacción acrosomal, dependien 
te de la concentración (Citocalasina 8 34%, Colchicina 	- 

65%, Vincristina 42%), lo que permite proponer que en la -

dinámica de la reacción acrosomal del espermatozoide de - 

mamífero participan proteínas parecidas a actina y tubuli-

na, a semejanza funcional de un gránulo secretor. 
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