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INTRODUCCION

Después de la eyaculacibdn el espermatozoide de mami
fero requiere permanecer un determinado tiempo, tanto en -
la cavidad uterina (endometrio) como en el lGmen de la -

-trompa de Fallopio, para adquirir la habilidad de fertili-
zar al ovocito (1,2).

A este proceso se le denomina "“capacitacibén", el -
cual se observa en todas las especies de mamiferos estudia
das hasta ahora, incluyendo al humano (3).

La capacitacibn incluye dos etapas secuenciales -
(4,5): la primera 4in utfero se traduce en un incremento tan
to en la actividad metabdlica como en la movilidad del es-
permatozoide; expresados por un aumento en el consumo de -
oxigeno y de su actividad glicolftica, con la siguiente -
particularidad: utiliza preferentemente glucosa, tanto
por la via de Embden-Meyerhoff, como por la via de las -
pentosas; vias 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 modificacibn de las caracteristicas membrana-
les del espermatozoide (fluidez, movilidad, etc) (8,9);: -
aspectos que facilitan la fusién de las membranas plasmati
cas y acrosomal externa, seguidas de la vesiculacibn de es
tas entidades durante la reaccibdn acrosomal (Fig.1l); even-
tos esenciales para la fertilizacibn de la gameta homblo -
ga (10,11).




Los cambios estructurales, metabblicos y de movili-
dad que experimenta el espermatozoide de mamifero durante
este proceso han sido estudiados mediante la utilizacibn -
de métodos bioffsicos, tales como: fluorescencia (8,9), po
larografia celular (12,13), espectrofotometrfa de in -

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

Se ha determinado que estos cambios estdn regulados
por la composicid4n biogquimica del microambiente, con el -
que el espermatozoide interacciona durante su transporte -
en el tracto genital femenino (16).

Ahora bien, durante la reaccibn acrosomal hay se -
crecidn y/o liberacién de enzimas hidroliticas &cidas -
(Tabla 1), que son necesarias para la penetracibn del es -
permatozoide a través de las diferentes capas que cubren -
al ovocito; es decir, cumufus oophorus 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 liberacibn y/o secreci®n de hialuronidasa y acrosina -
por el espermatozoide metab6licamente activo (hamster, co-
nejo y humano), durante el proceso de la capacitacibn 4n
vitro y antes de la reaccibn acrosomal de estas células. -
Esto implica que los estudios realizados hasta ahora solo
han sido enfocados a la expresibtn final y no a la din&mi -

ca de este proceso, como esta investigacibn bioquimica pre
tende,




El concepto de la secrecibn y/o liberacibn secuen -
cial de las enzimas hidroliticas dcidas acrosomales, asi
como las caracteristicas histoquimicas y el origen de es -
te organelo, han permitido senalar una extraordinaria simi
litud estructural y funcional entre el acrosoma, lisosomas
y gr8nulos secretores (29,39). En estos dos Gltimos orga-
nelos tanto la liberacibn como la secrecibn, no solo de -
las enzimas hidroliticas &cidas sino de otros componentes
bioquimicos (sustratos, iones, hormonas, etc), estdn regu-
lados fundamentalmente por calcio y nuclebtidos ciclicos -
(AMPc* y GMPc**) tanto endbgenos como exbgenos (40,41).

Los nuclebtidos ciclicos son segundos mensajeros -
intimamente relacionados con el ensamble de microfilamen -

tos y microtfibulos, estructuras que determinan la din&mica
de estos procesos.

Los microfilamentos son estructuras fibrilares de -
aproximadamente 4-6 nm de difimetro, formados por mondmeros
de actina o protefnas similares a &sta, presentes en célu-
las superiores (42). Estas estructuras est&n participando
en la determinacién de la morfologfa y locomocibén celular,
asil como en la organizacibtn del citoplasma, entre otras -
funciones celulares y algunos de ellos est&n insertados -
en la cara interna de la membrana plasmitica (43,44).

El estudio de los mecanismos moleculares involucra-
dos en el ensamble de estas estructuras, indica que este -

*  AMPC
** GMPc

Adenosina 3', 5' Monofosfato.
Guanosina 3', 5' Monofosfato.




proceso se lleva a cabo en dos etapas: condensacién y po-
limerizacidn, debido a la participaciébn de dos tipos de -
actina: monbmeros (actina G) y filamentos (actina F), se -
cuencia de eventos que culminan con la elongacién de los -
denominados microfilamentos (45). El planteamiento de es-
tos mecanismos ha sido posible, en parte, debido a que tan
to in vivoe como in vitro, principios activos de Citocala-
sina B inhiben el ensamble de estas protefnas, uniéndose -
especificamente con actina F e inhibiendo la elongacién -
de estas estructuras (45).

Por otra parte los microtGbulos son entidades for -
madas por subunidades globulares de tubulina ay B , que
al organizarse en 10-13 protofilamentos constituyen un -
centro de nucleacibdn de estructuras oligoméricas, fase -
inicial del evento de elongacibén que culmina con la forma-
cibn de microtGbulos, cuyo difmetro es de aproximadamente
24 nm, con un difmetro interior aproximado de 5 nm; estas
entidades estdn 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 cromosémicos durante la mitosis, secrecién -
(proteinas, enzimas, sustratos, iones, etc) y movilidad ce
lular (pseudbpodos, cilios y flagelos) entre otras (48).

Los microtGbulos se han clasificado en estables y
ldbiles (48). Los l4biles estfn presentes en axones y -
dendritas del sistema nervioso central, aparato mitbdtico, -~
grénulos secretores y en el citoplasma de células eucario-

tes. Por lo tanto, la tubulina se encuentra en equilibrio




din8mico con microttibulos ensamblados, 1o que hace que las
células tengan la capacidad de regular la asociacibén y di-
sociacibn de estas entidades, dependiendo de las necesida-
des fisiolbagicas celulares.

Por otra parte, los microt@ibulos estables, presen -~
tes en cilios y flagelos, no parecen estar en equilibrio -
con tubulina citoplasmdtica libre. Estos pueden ser aisla
dos como estructuras intactas y presentan las siguientes -
propiedades: no se despolimerizan a bajas temperaturas, -
altas presiones y agentes quimicos (Colchicina y Vincristi
na), a diferencia de los microt@bulos ldbiles, en donde es
especifica y selectiva la interferencia con el ensamble y

dindmica de estas estructuras debido a los inhibidores an-
tes sefalados (46).

Es importante sefialar que los microtGbulos han si -
do descritos en acrosomas de especies inferiores (Nucclfla
Lapitlus, Truncatella, Gernds remigis (38), y por otra -~
parte, se ha determinado histoquimicamente que la activi -
dad de acrosina estid unida a proteinas parecidas a tubuli-
na en los acrosomas de espermatozoides de diferentes espe-
cies de mamiferos (38). Asf mismo, la contractilidad de -
las estructuras acrosomales parecen estar determinadas por
proteinas parecidas a actina. La presencia de estas pro -
teinas ha sido detectada en la cabeza del espermatozoide -
de mamf{fero utilizando inmunofluorescencia indirecta (50).

Los datos anteriores permiten sugerir la existencia
de sistemas 1l8biles de microtfibulos y microfilamentos en -~
los acrosomas de mamiferos superiores, los que participan




en el proceso de secrecién y/o liberacibn de enzimas duran
te la reaccibn acrosomal; pero debido a su labilidad aun -
no se han podido visualizar objetivamente, siendo por su -
puesto tambi&n necesario el determinar con precisidén el mo

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

HIPOTESIS.~ Como se ha senalado, el acrosoma del -
espermatozoide de mamifero tiene caracteristicas estructu-
rales y funcionales similares a las de un grinulo secretor
(29,39). A semejanza de lo estudiado en lisosomas (41,51)
y gr8nulos secretores, proponemos la existencia de protei-
nas parecidas a actina y tubulina, integradas al ensamble
y desensamble de microfilamentos y micrctGbulos en la mem-
brana plasmitica y matriz acrosomal, respectivamente. Se
piensa que estos componentes, acoplados, integran la din8-
mica de la reaccibn acrosomal y parecen estar regulados -
por calcio, magnesio y nuclebétidos ciclicos (AMPc y GMPc)
intra y extracelulares (3,16,40).

Fl OBJETIVO de este trabajo se orienta al estudio -
de la participacibén de microfilamentos y microtGbulos en -
la dindmica de la reaccibn acrosomal del espermatozoide -
de mamifero, mediante la utilizacibn de inhibidores especi
ficos para estas estructuras: Citocalasina B para micro -
filamentos, Colchicina y Vincristina para microt@Gbulos; -
con la FINALIDAD de que los resultados de este estudio ayu
den a esclarecer los mecanismos moleculares que inician y
regulan la reaccibén acrosomal, lo que potencialmente con -

tribuird a disefiar una estrategia m&s racional para regu -
lar la fertilidad humana.
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Fig.l ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE DE COBAYO.

a) En esta microfotografia electrbnica de barrido de un -
espermatozoide de cauda de epididimo (cobayo), se observan
sus componentes estructurales: regibn acrosomal (AC), seg-
mento ecuatorial (SE), pieza media (PM), y flagelo (F) -
(X 5000). b) Diagrama esquem8tico del espermatozoide de -
cobayo antes y después de la reaccifn acrosomal, en el que
se observa sus membranas plasmitica y acrosomal externa, -
matriz acrosomal y nficleo, asf como diferentes cambios mor
folbgicos que sufren sus entidades membranales (fusibn de
membranas y vesiculaci6tn) durante este proceso,

Modificaci6bn 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)
Stambaugh 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)




cont.

Fosfatasa &cida

Fosfolipasa A

Arilsulfatasa

N-Acetilglucosaminidasa

Aril-aminidasa

Proteinasas &cidas

Colagenasa

Hartree,1977 (28)
Maizel, 1978 (16)

Allison y Hartree, 1970
(29)

Allison y Hartree, 1970
(29)

Couchie y Mann, 1957 (30)

Meizel y Colham, 1972 (31)

Allison y Hartree, 1972 -
(29)

Koren y Milkovic, 1973 (32)
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MATERIAL Y METODOS.
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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; &stos se mantuvieron con -
un fotoperiodo de 10:14 h., a una temperatura de 22 + 1°C,
con agua y purina ad €{b<tum.

B. QUIMICO.

a.- Sistema para inducir la reaccidbdn acrosomal.

Medio Capacitante minimo (MCM) *
NaCl 102.0 mM
CaCl2 1.15 mM
NaHCO3 25.0 mM
CH3-C0-COONa 1.0 mM
CH3—CHOH-COON8 20.0 mM
Osmolaridad 306 mosm/kg
pH 7.4

Los reactivos utilizados fueron de grado analftico

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

* Barros, 1974 (52),




b.~ Inhibidores de protefnas parecidas a actina Y
tubulina.

Seleccionamos los siguientes compuestos para inter-
ferir con el ensamble y desensamble de microfilamentos Y -
microtGbulos, debido a que poseen una alta especificidad y
los mecanismos moleculares de su interaccibn estén plantea
dos y prédcticamente elucidados (53,54,55).

MICROFILAMENTOS:

Citocalasina B (Aldrich Chemical Co., Inc.)

MICROTUBULOS:

Colchicina (Merck, Darmstadt)

Vincristina (Sulfato de Vincristina, Eli Lilly &

Co.)
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b.l.- CITOCALASINA B
Nombre sistemdtico (7s, 16R, 20R)-7,20~dihi -
droxi-16-metil-10-fenil-
24-oxa- /T4/-citocalasa-6
(12)-13(E)-trien-l,23—dig
na.
F6rmula condensada C29H37N05
Peso molecular 479
Rotacién Sptica ZTb&;7D + 83°
Solubilidad metanol
Estructura
12
CH,
1
CHy CHs
10 4 16
3
17
HN2 0] 18
24 2

21 19

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

La Citocalasina B estd constituida por un grupo -
perhidroisoindol fusionado a un macrociclo que incluye: ~
un anillo ¥ -lactama, dos dobles enlaces disustitufdos en
posicibn trans y un grupo hidroxilo en C-20 (57). Es im -
portante senalar gue la actividad biolbgica de Citocalasi~
na B depende, principalmente, de la integridad de este ma-
crociclo asf 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 hidrof6bico de la membrana plasmitica e in-
duce cambios conformacionales en los sistemas de transpor-
te (sustratos, iones, etc), concomitantemente con la sepa-
racién de los microfilamentos insertados en la superficie
interna de la membrana plasmitica (43,44). Esta interac -
cibn, ademis de interferir con la funcibn de los filamen -
tos de actina, causa una rédpida y severa inhibicién en el
transporte de hexosas, principalmente de glucosa,lo cual -
explica la inhibicién de ciertas actividades metabblicas -
en las células y la pérdida de las propiedades contricti -
les de estas entidades (60,61).
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b.2.~ COLCHICINA
Nombre sistemltico 7-acetamino-1, 2,3, 10-tetra~
metoxi-6,7-dihidrobenceno~
{ o¢ 7 heptalen-9 (5H)-ona.
F6érmula condensada 022H25N06
Peso molecular 399.43
Rotacibn bptica [71.717 °
b - 429
Solubilidad etanol, cloroformo.
Estructura

CHBO 17
* NH-COCHs3

CH,0
9 O§H3

Cy

OCH,

2}

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

La Colchicina es un derivado de tropolona con tres
anillos: un anillo aromitico (A) con tres grupos metoxi,-
un anillo de siete &tomos de carbono (B) con un grupo ami-
no como sustituyente en Cl6é, y un anillo de tropolona (C)
con un oxigeno y un grupo metoxi en las posiciones 1y 2 -
respectivamente. Se ha sefialado 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 posicién 2 -
del anillo C (63).

El mecanismo de accién propuesto para Colchicina
sefala que este compuesto se une firme y especificamente a
la proteina que forma los microtGbulos (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 -
6

( <100° M) en ciertos tipos de microtGbulos, especial -
mente los del huso acromitico.

Durante muchos aifos se ha senalado 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 subunidades de tubu
lina impidiendo su ensamble y, por lo tanto, la formacibn
de los microtGbulos denominados 14biles (46).
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2. La Colchicina se une a tubulina soluble rom -
piendo el equilibrio existente entre los microtGbulos for-
mados y las subunidades de tubulina, lo que ocasiona que =~
los microtGbulos se desensamblen para restaurar el equili-
brio (65).
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b.3.- VINCRISTINA.

Nombre sistemitico (/3aR-/3aw,40, 524, 9 (3R,
58, 7R, 9S8), 10bR, 1337_7
-metil-4-(acetoxi)-3a-
etil-9-/5-etil-1,4,5,6,7,
8,9, 10-octahidro~5-hidroxi
-9- (metoxicarbonil)-2H-3,
7-metano-azacicloundecino
/5,4b/ indol-9-117-3a,4,5,
5a,6,11,12,13a-octahidro-
5-hidroxi-8-metoxi-6-metil
-1H-indolizino /8§, 1~cd/
carbazol-5-carboxilato.

F6rmula condensada C46H56N4010

Peso molecular 824.9

Rotacién 6ptica [oc / gS + 17°

Solubilidad metanol

Estructura

OH
N
H — H
H3C0,C
CH30 N CO-CH,
COH COCH3

La Vincristina es un principio activo extraido de la plan-
ta "Catharanthus roseus" (66).
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MECANISMOS DE ACCION PROPUESTOS.

La Vincristina es un derivado ind6lico bifuncional
formado por una molécula de Vindolina, la cual es inacti-
va, y otra de Catarantina, en donde reside la actividad -
biolbgica de los alcaloides Vinca (62,67).

La interaccibn de los alcaloides Vinca con tubuli -
na, provoca la disolucibén de los microtGbulos y la forma -
cién 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 adicibn de Vincristina a -
sistemas de incubacibn 4n vitro , causa la precipitacién
de tubulina (68); también se ha demostrado que este alca -
loide provoca la formacibn de cristales 4n vdivo (62)., Es
tos efectos son dependientes de la concentracibn y para -
obtener una precipitacifn completa, se requieren concentra
ciones elevadas de Vincristina ( >1 mM) (69).

La precipitacifn 4in vitro y la formacién de crista
les in vivo , parecen producirse por mecanismos diferen -
tes, ya que se ha establecido la existencia de 2 sitios de
unibén entre Vincristina y tubulina, los cuales presentan -
propiedades fisicoquimicas y funcionales diferentes: el -
primero tiene una constante de afinidad alta (6 x 106M ) Yy
facilita el desensamble de los microt@Gbulos mediante la -
formacibn de paracristales &cidos; y el segundo sitio tie-
ne una constante de afinidad baja ( 8 x 104 M ) e induce -
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la precipitacibén de tubulina {n vitro (70). Por otra -
parte, la interaccidn de Vincristina con tubulina es répi-
da, reversible e independiente de temperatura en un rango

entre 0 y 37°C, induciendo inhibicién en el ensamble de -
los microtGbulos (62).
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2. METODOLOGIA.

Se obtuvieron los complejos testiculo-epidfdimo de
cobayos adultos, fértiles, sacrificados por dislocacibén =
cervical. Una vez disecado el complejo testiculo-epidfdi-
mo, se procedid a ligar tanto el conducto deferente como -
la porcibén distal de la cauda del epidfdimo correspondien-
te, que se colocd en una caja petri con solucién salina -
isotbnica, 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 epidfdimo se colocbd en un tubo de vi -
drio siliconizado con 5 ml, de NaCl 0.154 M, instil&ndose
2 ml. de esta solucibn a través del conducto deferente y
seccionando la porcibn distal de la cauda, obteniéndose -
asf los espermatozoides. La suspensibdn 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 cé&lulas viables de las no viables y asi obte -
ner una poblacidn mis homogénea de células, con una mayor
eficiencia en la reaccibn acrosomal {n vitxro (71).

Con el objeto de concentrar y lavar los espermato
zoides de los componentes y/o secreciones del epididimo,
se centrifugd a 750 rpm, durante 7 min, a 32-35°C, resus -
pendiendo las células v/v con solucibén de NaCl 0,154 M, -
las cuales se contaron en una cimara de Neubauer para -
ajustar por dilucién a una concentracidn de 108 células/ml
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Con la finalidad de seleccionar las cohcentraciones
éptimas en las cuales los inhibidores interfieren con la -
reaccidn acrosomal, sin modificar el patré6n de movilidad,
se probaron diferentes concentraciones ( 1 MM - 1 mM) de -
los inhibidores para microfilamentos y microtGbulos antes
mencionados, encontrindose que las concentraciones de 10,
25 y 50 uM cumplen los requerimientos para este estudio.

Se preincubaron alfcuotas de 500 ul de la suspen -
8i6n de c&lulas con las diferentes concentraciones de cada
inhibidor, asf como su control respectivo, durante 10 min,
a 37°C. Después de esta preincubacibn los espermatozoides
se lavaron, concentraron y posteriormente se resuspendie -
ron con 1 ml de MCM,que contiene los sustratos necesarios
para que estas c&lulas realicen el proceso de la capacita-
cibén~-reaccibn acrosomal (43) (Fig.2). La incubacibn se -

llevé a cabo durante 4 h. a 37°C, bajo una atmbsfera de -

5 % CO2 + aire.

Se tomaron alfcuotas de estos sistemas de incuba -
ci16n cada hora, durante el periodo de cuatro horas y me -
diante un microscopio de contraste de fases se determinb
el tanto por ciento de la reaccibn acrosomal,

Simultineamente a esta evaluacidn se tomaron alf -~
cuotas para determinar la movilidad espermitica, utilizan-
do un método espectrofotométrico, el cual est8 basado en -~
las caracteristicas de anisotropia 6ptica que presentan -
las partfculas elongadas en un flujo (72). En estas condi
ciones, tanto las partfculas elongadas como los espermato-
zoides presentan una reotaxis positiva. Al detener el -
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flujo se inicia el perfiodo de relajacibn correspondiente,-
mismo que se traduce en un cambio en la densidad 6ptica. -
Este cambio en la absorbancia est8 relacionado con la dis-
tribucibn al azar de los espermatozoides al detener el flu

jo y es directamente proporcional a la movilidad de estas
células (72).

El Iindice de movilidad espermitica (IME) en los es-
permatozoides de cobayo se determind de la siguiente for -
ma: alicuotas 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, obteni&ndose asi una densidad 6ptica inicial
(DOi) correspondiente a la turbidez de la suspensifn celu-
lar. Los limites 6ptimos de turbidez se encontraron entre
0.7 - 0.9 unidades de absorbancia a 475 nm, lo que permi -
ti6 establecer, bajo estas condiciones, la basal correspon
diente. Ahora bien, al detener el flujo se observd un -
cambio en la densidad 6ptica, debido a la distribucifn al
azar de estas c&lulas. Las pendientes resultantes en fun-
cibén de tiempo, 30 seg (Dof) nos permitieron establecer -
el IME (Fig.4), par@metro que nos permiti6 evaluar cuanti-
tativa y comparativamente la fase experimental y el con -
trol respectivo durante este estudio, bajo las condiciones
antes mencionadas.
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FIGURA 2

OBTENCION DE ESPERMATOZOIDES DE CAUDA DE EPIDIDIMO

- Perfusibn con NaCl 0.154 M, pH = 7.4

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

750 rpm, 7 min. a 30-32° C

VAR

Espermatozoides Sobrenadante
{descartar)

- Resuspender en NaCl 0.154 M, pH 7.4

8

- Contar y ajustar a 10  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 )

750 rpm, 5 min. a 30-32° C

/

Egspermatozoides Sobrenadante
(descartar)

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

Atmbsfera: 5 % CO2 + aire.
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VENTANA
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VIDRIO
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AT mm
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HAZ OE LUZ
(7mm.dio)

BAKELITA
ACERO INOXIDABLE EMPAQUES

Fig. 3 ESQUEMA DESCRIPTIVO DE LA CELDILLA DE ATHERTON (42)
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EVALUACION DE LA MOVILIDAD DEL
ESPERMATOZOIDE POR ESPECTROFOTOMETRIA

1.0
v p, ‘

0.9 A
08 A B C

o ”
07

DO;-DO¢

~06 IME = — X 100

Fig. 4. DETERMINACION BESPECTROFOTGMETRICA DE LA MOVILIDAD ESPERMATICA

Se muestran los registros obtenidos por espectrofotometria
correspondientes a suspensiones de espermatozoides en don-
de se observa: (A) y (B) espermatozoides mbviles; (C) es -
permatozoides inméviles, Las flechas superiores indican -
la densidad 6ptica inicial (DOj) que se registra inmediata
mente antes de detener el flujo. Las flechas inferiores -
muestran el cambio en la densidad 6ptica final (DOg) regis
trada 30 seg despué&s de detener el flujo. La f6rmula ex -

presada permite obtener el Indice de movilidad espermética
(IME) .
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RESULTADOS

Espermatozoides de cobayo fueron incubados con cada
uno de los inhibidores especificos para proteinas pareci -
das a actina (Citocalasina B) y tubulina (Colchicina y Vin
cristina) a diferentes concentraciones (10, 25, 50 uM),.

Los resultados de este estudio implican 5 experimen
tos para cada inhibidor con el control respectivo.

Para evaluar la presencia de protelnas parecidas a
actina, se agregb6 al sistema de incubaci®n Citocalasina B
a las concentraciones sefaladas, con las cuales se obtuvo
una marcada inhibici6n de la reaccibn acrosomal (Tabla II).
Como puede observarse, a la concentracifn de 50 uM se obtu
vo un 51% de reaccifn acrosomal al término del perfodo de

incubacibén ( 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 sefaladas, tradujo una inhibicibn significativa
de la reaccibn acrosomal con todas las concentraciones usa
das (Tabla III). La concentracifn de 50 uM de Colchicina
indujo un 65 % de inhibicibn de la reaccibn acrosomal al -
final del perifodo de incubacidn, cuando se compar® con el
respectivo control (Fig.6).

Por otra parte el efecto de los alcaloides Vinca -
(Vincristina) en el ensamble y desensamble de protefnas -
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contrictiles (tubulina) involucradas en la dinimica de la
reaccidn acrosomal, dieron como resultado un 42 % de inhi-
bicibn en este proceso al utilizar 50 MM de Vincristina, -
comparado con 77 % de reaccibn acrosomal en el control, al
t&rmino del perfodo de incubacién (Tabla IV, Fig.7).

Para garantizar la no interferencia con la movili -
dad espermitica de los inhibidores Citocalasina B, Colchi-
cina y Vincristina a las concentraciones antes menciona -
das, se procedibé a determinar el Indice de movilidad es -
permdtica (IME) simult8&neamente con la evaluacidn de la -
reaccidn acrosomal, utilizando el método espectrofotomé -
trico descrito en la seccidn correspondiente.

Los valores obtenidos del IME con espermatozoides
de cobayo, representan la media + 1 desviacibén estdndar
de 5 experimentos (Fig.8).

Los resultados obtenidos demuestran que la adicibn
de Citocalasina B al medio de incubacifn, no interfiere -
significativamente con la movilidad del espermatozoide de
cobayo en las primeras 3 horas de incubacién; en tanto que
al final del perfodo de incubacibn (4 h) se encuentra una
ligera disminucibn en el par&metro ( -8.6%) (N.S.).

Cuando se utilizb Colchicina, se obtuvieron valo -
res similares al control durante las tres primeras horas -
de incubacibn, no siendo as! durante la cuarta, en donde -
se observd un ligero incremento en la movilidad espermfti-
ca (30%) (P < 0.10). Por otra parte, los resultados obte-
nidos en presencia de Vincristina mostraron un aumento -




significativo ( P < 0.005 ) en la movilidad del esperma -
tozoide de cobayo durante todo el perfodo de incubacibn.
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CITOCALASINA B

@) CONTROL
80 ———a 0 UM

Bl 25 M

% === % SO MM

FIG. 5 INTERACCION DE CITOCALASINA B CON PROTEINAS PARECIDAS A ACTI-
NA DURANTE EL PROCESO DE LA REACCION ACROSQMAL.

Cada punto representa el promedio de cinco experimentos + des-
viaci6n estéiindar. Cbsérvese que el efecto inhibitorio de citocalasina B
sobre la reaccibn acrosaml es independiente de la concentracién. lLa -
concentracitn mis eficiente es de 50 uM para inducir una disminucibn -
significativa al final del perfodo de incubacién (4 h).
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TABLA II

CITOCALASINA B

Oonien;\‘it;:gégn de Tiempo gggncézn;:agceiégh%osg
. mal en relacibén al con-
trol.
10 uM 1 hora 0
2 horas 0
3 horas 0
4 horas 6%
25 uM 1 hora
2 horas
3 horas 1 ¢ »
4 horas 26 § **
50 uM 1 hora 0
2 horas 19 & *
3 horas 26 § **
4 horas 34 § *wn

_ _ % R.A. _exp.
% Inhibicién de R.A. = 100 - (——'RAcontrs) X 100 )

* P ( < 0.05)
* p ( < 0.,005)
*** p ( < 0.0005)
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COLCHICINA

@===@) CONTROL
b—a 10 yM.

[ =0 ] 25»“.
@---3® 80 um.

FIG. 6. INTERACCION ESP: IFICA DE OOLCHICINA CON TUBILINA DURANTE IA
REACCION ACROSQMAL.

Cada punto en la gr&fica representa la media + desviacién es-

tardar de cinco experimentos. Se dbserv® disminucién significativa, -
dependiente de concentracibn, en la reaccibén acrosomal.

\




Concentracibn de

% Inhibici6n de R.A. = 100 - ( : g.:.

*

*h

hhk

inhibidor

10 M

25 uM

50 uM

P ( < 0.05)
P ( < 0.005)
P ( < 0.0005)

TABLA IIIX

COLCHICINA

Tiempo

1 hora
2 horas
3 horas
4 horas

1 hora

2 horas
3 horas
4 horas

1 hora
2 horas
3 horas
4 horas

.32

Por ciento de Inhibi -
cidn en Reaccibn Acroso
mal en relacibn al

Control.

11

42

42
54
65

@ g P P

i

L3

L3

KRR

kR

L4 4]
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VINCRISTI

@===l conTROL
80 A——a M

e 28 UM

@---- %850 uu
T0

80

40

30

FIG. 7 INTERFERENCIA CON EL ENSAMBLE-DLCSENSAMBLE DE LOS MICROTUBU -
LOS OCON VINCRISTINA EN LA DINAMICA DE LA REACCION ACROSQMAL.

Cada punto en la gr&fica representa la media + desviacibn es-
téndar de cinco experimentos. Se observé un marcado efecto inhibito -
rio a la mayor concentracién de este alcaloide Vinca, (50 uM) en la -
Gltima hora de incubacién.
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TABLA IV
VINCRISTINA
Concentraci6én de i Por ciento de Inhibi -
inhibidor Empo cibén de Reaccibn Acroso-
mal en relacién al
control.
10 uM 1 hora 0
2 horas 3%
3 horas 16 & *
4 horas 19 ¢ *
25 uM 1 hora 0
2 horas 0
3 horas 18 & *
4 horas 34 3 %+
50 M 1 hora 0
2 horas 0
3 horas 22 § **
4 horas 42 § ¥

% Inhibicién de R.A. = 100 - ( :

* P (<0.,05)
* p (< 0.005)
*** p ( < 0.0005)
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@—@ CONTROL
&——4 CITOCALASINA 8
N
- T\ ®—=—@ COLCHICINA
-7 \ @---<® VINCRISTINA

TICA

ILIDA

Y

Fig. B INDICE DE MOVILIDAD ESPERMATICA (IME) DEL ESPERMATOZOIDE DE -~
QOBAYO.

El Indice se determinb por el método espectrofotométrico des -
crito por Atherton (72). Cada punto corresponde a la media + Jdesvia-
cibn esténdar dez cinco experimentos.
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DISCUSION.

En los eventos moleculares involucrados en la reac-
cibn acrosomal del espermatozoide de mamifero, participan
integralmente tanto componentes bioquimicos 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 -
sibn 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; asf{ como -
la liberacibn simult&nea de zinc (16). A estos eventos -
unimos nuestra HIPOTESIS de trabajo, que tiene como objeti
vo determinar la presencia y participacidn de protefnas pa
recidas a actina y tubulina en la din&mica de la secrecifn
y/o liberaci6n de las actividades hidroliticas &cidas 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 gr&nulos secretores, lisosomas y -
acrosoma, son estructuras subcelulares que tienen un mismo
origen de diferenciacibdn (aparato de Golgi) (29), no es -
sorprendente dque todos ellos tengan una extraordinaria si-
militud, no solo en sus caracterf{sticas estructurales, si-
no también en su funcibn fisiolbSgica propiamente dicha. -
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Por lo tanto, el concepto tradicional de la relacibn pro -
ceso patolbgico-lisosoma, actualmente ha sido reemplazado
por la participacién de los grdnulos secretores, lisosomas
y acrosomas en expresiones importantes de la fisiologia -
celular como : menstruacibén (73), secrecibn de insulina -

(74), fagocitosis (75) y la reaccidn acrosomal propiamente
dicha (16, 76).

Es particularmente interesante la interrelacifn li-
sosoma-endometrio y su participacibn en la menstruacifn -
en primates superiores, incluyendo humano, en donde el pre
dominio estrogénico induce un aumento en el ntmero y tama-
no de los lisosomas, asi como cambios en la permeabilidad
de sus membranas, que facilitan la liberacibén de las acti-
vidades hidroliticas &cidas (73). Por otra parte, estu -
dios recientes han establecido que los microfilamentos y -
los microtGibulos juegan un papel importante en la activi -
dad secretora de los islotes de Langerhans (74}, debido a
que la adicibn de inhibidores especificos de estas estruc-
turas (Citocalasina B, Colchicina y Vincristina), a siste-
mas de incubacibn 4n v{tiro, indica una interferencia signi
ficativa con la secrecifn de insulina (74,77); inclusive -
se ha propuesto que el mecanismo de este proceso comprende
dos etapas; una ripida, en la cual se liberan los grénulos
secretores de las proximidades de la membrana plasmitica -
mediante una red transmembranal constituida por moléculas
parecidas a actina; y una segunda etapa, lenta, que re -
quiere la participacibn simult&nea de microfilamentos y -~
microtGbulos (74).

Esta expresifn de funcionalidad en las diferentes -
estirpes celulares mencionadas, tiene un denominador -
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comGin: la organizacién de estructuras din&micas como son -
microfilamentos y microtGbulos, cuya integracién y funcién
estd modulada por calcio y nuclebtidos ciclicos (AMPc y -
GMPc), como consecuencia de un estimulo hormonal o una ne-
cesidad de la funcién 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 incubacién de 4 h.
cuando se adicionb6 Citocalasina B, Colchicina y Vincristi-
na (34%,65% y 42% respectivamente), a un sistema de incu -
bacién no sincrénico para inducir {in vitro reaccibn acro-
somal en espermatozoides de cobayo.

Estos resultados son un apoyo sb6lido para proponer
la presencia y participacibn de estructuras parecidas a
actina y componentes protefnicos solubles, de 120 000 -
daltons, tubulina, en la din8mica de la liberacién y/o se-

crecibn de las actividades hidrolfiticas &cidas de esta en-
tidad.

La observacién 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 regionalizacidén de las ca-
racteristicas membranales de esta célula, ya que por ejem-
plo, la permeabilidad a estos compuestos resulta diferente
en la regibn acrosomal y en la pieza media y flagelo del -
espermatozoide. Esto tambi&n podria implicar la existen -
cia de dos tipos de microtfibulos en esta cé&lula: estables
y ldbiles. Los microtGibulos dei flagelo y pieza media -
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corresponderian a la categoria de estables y por lo tanto
no son afectados por los inhibidores en estas condiciones
experimentales; los presentes en el acrosoma serian micro-
tGbulos ldbiles, sensibles a las concentraciones de inhibi
dores utilizadas, las cuales se ensamblan dependiendo de -
las necesidades fisiolbgicas de la cé&lula.

Estos datos, conjuntamente con la existencia de -
una relacidn 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 bioquimicos -

que inician y regulan la reaccibn acrosomal en el esperma-
tozoide de mamifero.




TABLA V

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA

ESPERMATOZOIDE:

Fosfolipasa (s)

ATPasa, ATP

Adenilato Ciclasa
Guanilato Ciclasa
Acrosina

MicrotGibulos y/o Actina

+ ++ ++
H , Ca y Zn acrosomales

REACCION ACROSOMAL

MICROAMBIENTE:

+ ++
- Ca +, Zn

Acidos Grasos

AlbGmina {Catecolaminas

Esteroides

AMFc y GMPc

Ion6foros BiolSgicos

ov-
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CONCLUSIONES

Se determind indirectamente la presencia de tubuli-
na y proteinas parecidas a la actina en la regibn acroso -
mal del espermatozoide de mamifero, a través de la utiliza
cidbn de inhibidores especfficos para estas proteinas.

Se establecib la participacidén dinimica de microfi-
lamentos y microt@ibulos en la reaccibn acrosomal, ya que -
se observd una inhibicién significativa en este proceso al
utilizar los diferentes inhibidores, lo que implica la -
existencia de microtGbulos l8biles en el acrosoma del es -
permatozoide de mamifero, los cuales se ensamblan depen -
diendo del estado fisiolbgico celular.

La interferencia obtenida de los inhibidores utili-
zados en nuestro estudio fue selectiva para los microfila-
mentos y microt@Gbulos de la regidn acrosomal, ya que no -
interfirib significativamente con la movilidad de los es -~
permatozoides, lo cual también indica que existe una re -
gionalizacién de las caracteristicas membranales de los
espermatozoides de mamifero.
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RESUMEN

El acrosoma del espermatozoide de mamifero parece -
tener caracteristicas estructurales y funcionales de un -
grdnulo secretor; sus enzimas hidrolfiticas &cidas partici-
pan en la fertilizacibn del ovocido homblogo. El objetivo
de este estudio es sefialar la participacién de microtGbu -
los y microfilamentos en la reaccibn acrosomal. Los esper
matozoides se obtienen de cauda de epididimo de cobayos -
machos, adultos y fértiles. Se preincuban alicuotas de -
5 x 106 espermatozoides, metabSlicamente activos, en pre -
sencia de Citocalasina B, Colchicina y Vincristina, a con-
centraciones de 10, 25 y 50 yM para cada uno de ellos. -
Posteriormente los espermatozoides se resuspenden en un -
Medio Capacitante Minimo, a pH 7.6, en el cual se incuban
4 h. a 37°C. Cada hora del perfodo de incubacibn evalua
comparativamente, tanto en la fase experimental como en el
control respectivo, reaccibn acrosomal y movilidad esper -
mitica, mediante microscopfa de contraste de fases y es -
pectrofotometria (475 nm) respectivamente. Al final del -
perfodo de incubacibn nuestros resultados indican una in -
hibicibn significativa de la reaccibfn acrosomal, dependien
te de la concentracién (Citocalasina B 34%, Colchicina -
65%, Vincristina 42%), lo que permite proponer gue en la -
din8mica de la reaccibén acrosomal del espermatozoide de -~
mamifero participan protefnas parecidas a actina y tubuli-
na, a semejanza funcional de un gr8nulo secretor.
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