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Te Iﬂﬁﬁ@nﬁmmﬁ:
Parece ser que po&as las memoranas blolé'blcas poseen
a_na estrucf.ura ;aalre_culari basa.»ca_ B conccmlento gz esa es*’c'ruc-_ :
tu_?:a se hace necesaria -_Dara en'tenaer comd _*memnan a’al-*anos;: sis
“emas celulares, ya que es la mc‘mbra_na glasmé’cwa el grl&er gi=

ti6 de interaccidn de .Ia oélula con el B‘ecilo ambiente.

E geSar- cj_i_;e haberse prapﬁest‘o& varios mocelos de como SR
- ‘Branag blolé‘g&eas, todos ellors iy ‘basan F=i: Y el primer mod.°10 de'
i <-3 mem’brana sumer..ao poz: .}anlelll ¥ 'Davsen e 1935 (2), en. el | : S '

q_zze ccnmdera‘na ﬁna hmana de 1ip1doa cn’a;xez:ka en ‘ambos lados |

[ i "““50 Baaer’asaﬁ, al observer al mierascnninglea, -

trénico alpunes mem‘branas de células eucamét:.cas ¥ proce:r:uﬁt j

c‘as, ﬁ.‘«esc:r1 18 ina estruc‘m:a de *t::po trllamma:c con wa re = ;
5i8n de ’baga dengidad a los electrones en la. pazte central y -
dos capas mis densas & sus 1‘&&03 .
£1 estudio de la estructura de las membranas que pPro -

ceafan de fuentes diferentes, permitieron a Robertson (2) gene-
rallza:c ¢ formelizar su famoso concepio de “’uﬂidaﬁd*membz:aﬂal"g
eon el que comprovaba el modelo de Danielli y Davson. Este mo-
=lo de Hoberison alcansd su mdximo &ES'aIJ?:.‘Ollg al fmal de -

i LR R S e o o - ) . LI W4 - ) . - N
1460, conducientd a lz Tormmiacidn por oivos aulores de nuevos



modelos alternativos, los cuales consi deraban a las ;prc‘fe,fnas co

me: caus*situyentes ..m:egrales da 'la es%m.c*“uza de la membrana, su

" Z

*‘lr}.enéo que 1as nembranas estén fo:r:madas po:r: cauas dz.scontmuas o

de lfa:'.dos v pro*afnas, i‘orma.mia subunldaaes renemdas de pmtei_

En la. actuahdaxi, el moo.elo pro‘puesto por S:ng,er y‘ =

Nlcolson en- 1‘7’[3 es el més acep»a 16 para e:_

de las nembrana& h’raléglcas, ya que este mcdelo zr.uestra. ma in =~
teraoalén entre 108 hpldos J lasy proteinas > en- c‘mnde las profe_{’
nas se encuentran aentro 0 so‘rﬂa la bz.capa cie *‘asfo'i{pldos s re -

suI“tanéo un mosa:.ca fl‘ni’do, g@e pnmrte 13,bertai de 'nonnente a

las _prcte:inas. o :

lag xegronesi'hici:bcﬁébicas son fsécaiestréﬁé.s en ‘el’ intjeriar de 1la

membrans y las re; 10’?'z€s umrofﬂlcas se localizan en la superfi-

cie.
Se ha mencionado gue &) arreplo ¥ la colocacidn de —

los fosfolfpidos y las protefnas, asf{ como la presencia de co =

lesterol, parecen determinar las cawacteristicas fisinldcieas ~

crenbranales (3). £ -

>

4 Pesar e fodos eson compeinientesy las in f:ﬁ"-a-c;a-—

’ca:r: la estruc%:ura v

s



hes macromoleculares Jzesponsables cie man‘aener la estnzc‘f;ura na

‘alva. de la. medbrana, aun estén pobremen:ﬁe: ﬂntendldas {..}} Pa:ra. i

ax ara.rlo han snﬁo utlllzadcs varz_os metouns flsn.coc;u.mcos
qug- permten es*udlar la, estructura meabranal 1 uensm de 105 -

A cLu_ p d meacmr.ar. la m.cvoscopia en &l :mfra.rmm {5), iz

dlspev‘s.l.on 6pt1ca rotatoma (u,'] ) 3 1a resonancla maa.;eilca qe“k

eTec"arcSn (8) la espect::oscopfa de la “haorescenc..a )

La agllcaclén de métodos ﬂummétrmos, en e estu~

dlo de la es*cmct}:ra. y funcién de la.s pmi:einas ba.olag..cas s ge o )

tza ei‘eci;uade na.alz.zando marcaﬁ”ores *‘lnarescentes, qt.e son deno-- :
m:.nados seml&ores ex.trinsenos e m-bvfﬁsecos.\v S SRR A
- ﬁas ﬁr&?merbéﬁégn -*enér@l{ﬁxéﬁ‘%é i(fmcms o eiactros‘téti
U COs: y ;gor ser moléculas c:cm ca:r: a eléatrica; sen a'*a:{das ;g:}w LT

las,carsas onuestas localmauas en la szr‘erfi

gzorles mem‘»males de ba.ga volarldan. _‘Ge‘bldo & g_ue se- 1cca11 -

zan e 1z memnrana, se pueden nro«mclr al‘tez:acz.ones £ SUS. Pro=
’jzedactesﬁ *flua:esgenﬁies,- ':'cam/ J:ie“s’iﬂtéda dg ‘camb;qs dgé la_,%esimc-e .o

itura membranzl. Tales reactivos son ejemolificados por el 1~ani -

iinb;-‘B-‘né;f‘&alen’ sulfonato {10).

Los ‘ilamados senalaﬁores intrfnsecos, son equellos
que fo:man verte de la menbrand ¥ enire estos se J.:ien“&lflcan -
g L T .
los am.noéca.das i:}.ros.ma ¥ Eriptofanc. ’

La fluozrescencia emitida gor esfos aminofecidos, ha —



'bo en 1as gm»e»inas ai s'iai.s como en 733 pmte-,;“f f

(13, w)

memhréz;alees ;

o

Fw io uan"hc), 61 °S't11d10 cxe la moda.f’icaclén en la. - T -

o nZ‘mo:c*esce:ueza a.e:;_es-amznaa;dos cozlhe}znas en iz zg.mreﬁaas de: g

las mem‘branas ae los espez::.f‘eacldns, gued.en dar _u.z sa’bre vau -

gue:'le capaczm "_nara fer’mlzzar al ﬂ?ﬂlﬂ. A pesar ﬁe que a o

,),, ei es‘*udm d"e los cambﬂ)s g:ae Scufren eri 1a membra

ns del esnemtszolae dwanfe %; c‘ms lﬂs Pventns senalaaos .

'%.ifieear‘,3’:~ss'*’z:zizaé.‘<‘:icies~ éei %;xpa e 1z :ﬁir@sin,a- ¥ é;eléi friptofanc,

-~

nz-:esem:&s o5 l& i;ratc_k_m sedtransies aél esperratozoide huma=
no, e inmediztsmente defezﬂina si la ‘;r:‘?a.mresce::zaia 'izﬁzinseca, -
de estos amincdcidos, 'Cﬁn%ieﬁiﬁﬁ's‘ ex esie tipo de me."%ra“as, re =

. fle.,a cmﬁ;&z F.emnrana_‘es‘ + ¢

?35-:—3. elic», estndizre ros Ies \.e:\‘awa es’“"" siurales pro

£

canzar su zzaﬁtmac:s,én j"‘“z .él tﬁcgf*‘ad - o

c‘é:o f‘emen:mc ¥

. 'Pgr .-esjiéy resxﬂ:‘f' m%éresaﬁ Bey comg, pam _.mca_ s ouan




>Veca£108 pm: la acc:uSn de almmos reactlvos, que se sabe modlf;x-

»can de manera mortm*be la arg_urhech:za memb’r'anal, ain 2 bagas s

T w

&

' concentraezonee como son. el dodec;:.l s 4“a.‘t:o de sodlo, 'bromuro T

de c:et:.l ‘Erme"hll amonm, la uren: y.el clorhldra“hc qe ﬂuanld:ma.

}
t
: A LN N
. . ¥
.2 % &



Ifla-‘ber:v_a.l blol&slco. 1as muestras de. espermatozozdes
de numano, ‘se obtuv:.eron por mastu:cbacuin de ~saac:mrr!;es clinica~ =
men:!:e sa.nos ¥ fueron deposrbados en vagos de polz.px:o_plleno, de-i '

aéndose :r:eposar 30 mlmrtos, ‘tlempa suficlente para. que la mues=

tra llcﬁe.

Una vez transcurrido ese tiempo, las muestras fueron
) se‘liéébioﬁa:dé‘ssepor un an&lisis miefcécﬁjﬂcds gue és"t’;udlia.‘t Ia 'movi

11dad, el numero de espermatozold.es ¥ su morfolo,gia, a.s.{ cono.-

la ;presencza de leucocltos ¥ emtrocn.tos. .

-De: aguellas mest::as que apro‘b n el anélls:ts m:Lc:cos,
polco, we procedlxs 2 separaz: el ;plasma se'a..nal d.e los esperma— R ;,‘_»:
tozo:.des, centrlfugando el semen a 3,000 rauz.antes por mmu:l:o, - L _

= duran*ﬁe 10 m:mutos. Con el fm de ellmm& restcs de nxoteinas

o contammantes, :el pag_ueﬁe de espema.tozeiees se lach 3 veces COR =~ omn %
wza solueibn ée tris ~(h1dmxzmemlaminc 'me.'{:end) “0‘.050:-2»; pH »7;.»1; |
suspend:.endo el sedlmento ¥ reprb;endo 1a cen‘km_fuga.c:ﬁn a 1a v
veloc:Ldad y por e1 Jg;:l.empr:) ya zndlcados.‘r Finialmente el sedlmen- ‘

- i‘.o se resuspen&:ii en 1a misme. _solucién, azustando 13, ccncentra—- »

cibn celular a 107 célulasf.ul.

i

Faterial de laboratorio:

a) Tdbbs de cenirifuga de 13 ol dé capacidad.

 b) IMicropipetas Bppendoxf de §, 10, 20 ¥ 100 wl.
¢) Pipetas volumftricas de 3 nl.



: ) Hicr oscoplo (Bansch and. Lomb)

. l

ey Centrﬁ'uJa (Sc,.equamo. Clay aams)

£) Ea%encz.émetro (Becman Eatyanaore:blc SS—2)
=) Esnectrofluoréme%*o (Caxd Ze*ss Hodelo IP‘v"ez TI}
,-eg_;ulpaag con unz {mea.ra, de Xen&. de 250 watts.
'Solucm*xes"

. Jk) Serluca.cSn anoer plc,uaxloz:a de “rls-HG.l (i?‘ erck—-lféxlm)
0.50 b, pH I 4 |

B) Sral uclén 1 de "'rlptofana (slgma Chemical Co.)
‘ ) 7531110151,1 3 ey 5;.; {::Lrosina (Szgma, Chemlcal Qo.s)

D) Scluclén 0.1 i de dodec:,}. sulfa{‘o de sod;o (S:Lgma
C’aemlcal Co )- o e : ’

*

By qv::«l;).c:v.én_ 0. ‘l ¥ de bro‘nuro c’fe cethll trmet&l amonlo »
(xsastnan Orgenic Ghem:ca.’ls)g

, ) Sclucidn 5 ¥ de urea (Sc’zwa.rz Bloresea:rch Inc.)
e = @) 'Salumon 5 H de. *uanldlna-qﬁl ‘(Eas%man {Iz: o '”‘-.;:f ___,M._
T Ghemlcals) | :
"%Iéftodo geher'al. 1-as med:t.c:.ones fluorescentes, se Chie
caeron en rel esnec’frofluordme‘bro Garl Zezss, sando nnqaanertmrarvr‘ 7
de la vent-an_;l,a de em;slén de 1.4 mm y de 1.5 mm pava la vemta
nilla de excitacién. Ia sensibilidad del regigtrador (Servomr) i

se mentuve fijz en 5 m¥.

Toozs las determinaciones ig"uezon heohas en celdagj de
cuarzo de 4 ml ce capacidad y de un centfwetro de via Sptica.

Ins €5 nectms de enizidn se ohtuvieron manuemex:do



’fl;_ias las 1on l’cudes de’ ‘enda. de excrtaclén (275 ¥ 293 nm) 7 "Ja

;r;;a’ndq 1;;;. ilongltud. c.e ,onda de»gé_mlsa.ﬁn' ,én'tre ,280; ‘-(500 Al

Especi;ro ﬁe em.,.sz.én de la. ‘l:‘iroslna. &1 las ce’léasw

_se coloca_ron 3 ml del amortl t'uad.or tr:.s—-HGl (soluc.lén A) ¥ 5 ul o

,-11101611 A se a.dz.clona.ron 20 ul de 1a. soluc:.cSn de “’crrotof‘ano (sa-:‘

\de la :&J.rosma (solac_xén C) BL esyec ro de emsl&n se ob‘tuva

' ,  excz_tamio a 275 ..

Bspecuz:e o;e emisi 6n del "'r:z.ptoiano. .& 3 ml de 1la so=:

lucin 3,);. g.l ’e_js'pac;mgd:e emisa.-én fué _obtemdo- &iﬁltaﬁfiﬁ a.

293 nme

Espectm de em:xslén de uns, . mezcla de 1a t;:cogma m;p_

T

;,r 20 zﬂ ‘de la. solncz.dn IB. o

T e B L S :.;,.;.:;«, G he e e SRS s I R

La concea"'raclén final de la 'ﬁl:cosma fué de '3 wEk oy

E ,d.e 6 7 W para el tvlntofanc. Paza; :'gs;i;a,rmezcla‘ secﬁ:«tuﬂemﬁ .

.d.cs; espectros ‘de emisidn, mq.excit.,alda 2 275 p= y el otro ufi-

 lizande 293 nm parz la excitacibm.

Bfecic de detergentes sobre mna suspensidn de espemmatozoides
Ta tituizcidn we los yesiduos de firomina y tripiofa
nn, contenitos emwsa suspensiln def 1-€3¢"°eszzemtsmides eh 2%

te 1z splveifin 4. . 1uf llevada 2 cabs por la adicidn de cantida~

toiﬁ”aﬁo} Ehz una celda con't;enlendo 3 ml del amcrhlvuado:c A se =

,aureaa}:on, “con una mcvopa.peta Eppen&orf 5 u‘i de 1a salucmrz . -




10,

des crecientes de les soluciones de Zos detergentes. ElI espeg
tro de la fluorescentiz producido por los aminofcidos conteni-
dos en esias clulas ¥ su modificacida por los deteryentes, fué

realizada inzediatamente después de cada adicifn del detergentes



' :.racz.on de tswsma'aé;czonada, g6 m&.& el incremento en e’.l. :

: ’ ré:rea del osrsectro del ‘-nntofam p:a&ual&o {Flg. 2}

La. i‘lguza 3, _1115'&::& 1a ﬁerz*e..aci&n en‘tze J.as nanomol}".' '

izs de txms._na adlcmnadas ;y el :mczemento del frea.

‘Eamh;én, es neécesario conier oonuna curva, que Te—

laciones los ;inc‘z:vemerifas en los especizos .diferenciales de -

' aq_uellas mezclas, en Yas gue 5é& mantiens co'zstante 13 concen.tza_

~sente (Fl;,- xg)

T f‘:f.gnra ‘l, mestra 105 espec'tros d;e emzs:.én de - »




M*ﬁf'csma y wm:ofano- j |

- Laba.ma e fluor}e'scéncﬁiaz de.“ia, 'blrosma, en el es = -

';,,_M___/‘ i =

ne:zazozo;de es my d.li‘iell ae ubservar, ya. @e - ef‘icm_zﬁ"‘

' cafzazlca de es"' a:unoéc:.do lccallza.do én 1as membrauas, es n:uy' '

ge Eiﬁta:co los zeszduos‘ de tr’p’cofano & 293 nm, c) la M‘z—:-ren_

- c:_.a en‘-&ze ’ias i*:eas de estos esvect:cos, nos ﬁa una iﬁea de 1a. -
y*‘&mc}.ﬁn con 1a gue 1z tl:ccs:ma. convrl‘ouye 2 1& fluonescenc‘f 3
fe*t‘au de la memh“faﬁa La ,fa.ﬂuza 5 mes‘h:a los especms ehtenx

>

: 'éns,.ﬁ apllc&‘l‘ %'Ee I)roc ‘1. enn.o a una mezeﬁa« de 'E:z.rosma o

DRy “Ds‘-angj\

: I'mtﬁl@ﬁ B oS ESPERF‘!&TQZC*@ES CON Li m, BL ﬂLQﬁHIJﬂN"@
Rt %EINA, Bl mﬁEﬁIIa SUI:!;'.& } BE S@DIG Y LL 'F'RGT‘URG DE Gm
@REI'E‘TII- !ﬁiﬁl&.‘ o
Los cambhios ésmatizrales en las membranas profeicas,

dex Ingar & moei ificaciones en la eficiencia cudntica de emiszidng



o & aliersciones en la posicidn de la banda de emisién méxima
de las protefnas que lasfconstitugegw S S

En egste eamaa.o se o‘i;samré 1na a.lteracn.én del espec
tro da fiuyorescencia de las céhtlas espermé.tlcas, dependn_endc:

del upo de compuesto empleaua.

Ei‘ecto de 13. u::ea so‘bre una suspensz&l de~ esper'na:i:ozomes B

Ia e.cclén de 1a urea & v:na concentrac16n de 4 Tu, £0=-
bre el esnectro de emisifn de wha suspensmén de. espermaﬂozcudes N .
se mues%ea en la figura Ty €n 1a cval se ngpai:‘a; con un control
 sin nm;emaadwlsm Se imede shserver una dasminmicién en la -
lntenszd& del esnec*m tota’l de emls;lén, de‘bx_d.a a lo§ d;OS ti - .

'pcs ag a..noécldos preseni:es én las proi;einas de 1os espewratt)r-

’zaldes hvzams. :B'r cho efecto wmede a:brlbulrse, de zcuerdo con -

la flm &, a que a nresenc:La de la urea, expone a un nimeroc

ma‘{ » de &.ﬁos:maé 3 1o que se efyhca. féc ilmente con el incre——
mento del frea de1’ espsetro diferencial y a la vez uh zefecta -
&on&e parece no haber variacidn de los iesidﬁas 'de_migtofamo.;-
esto se Geduce de la disxﬁimmiﬂn en 1z intensidad del espectro

total.

»

-

¥l efecto de lz zdicifa de cantmaaes crec;entes de

urea (1-5 1), sobre la fluorescencia a 27% nm de una canbidad

constante de espermatozoides; se mest“a eu la figura 9; donde ,
¥ k e i
% E 3

¢8 obgerve un ara, ariento n“apwrcmnai & la conceniracién de

wrea presesse en el cedio, naets alcanzar vn méxine & . uing



concentracién de 4 M. Un incremenio mayor en la concentracidn

de ures, no produce ningfn aurento en el apagamiento.- -

o . . . .

Sin embargo, & la vez gue se observa esta digminu -~

cidn cie;ﬁii;c_ﬁeescencia; z vna longitud dé onda definida, el espec
tro se ensancna;,‘ &andq por resultado féfn ineremento en el ::ire'a
: ) -"c‘.ctal.- Por lo tanto, 1o més no‘i:a‘ble de esteﬂexpe‘f'mzento, es ~

que la ureza log;::a exgoper un numero majo:r: de res:.aucs aromé*al—-f

CG'S",‘*‘alf aumentar su .cogcen@racidn_@,- gue el 804 de ?os res:.duos

- ¥ecién expuestos, corresponden a'_;z‘eswuuos de ‘ﬁirss:ma.s

Efecto del c¢lorhidrato de guanidina sobre uns suspensifn de es

' ,rérmé;tczaides;,

La fl@ma 10, muestra, la. acclt‘irl d.el ol arqddrato de |

| muan d na a una concenfracldin 4 od so‘bre el espec*ﬁ::o de emlslén T
‘ ?d’e una. su_iében,siﬁn de es;érzsatozzaides; la que se compara con -

K control sm mma ad c16n (”'

Se observa gue con la gusnidina, hay wa disminucidn
de u,n ﬁS}u en la intéﬁsiﬁzd del .gsjpecia:o fotai‘ de eﬁisién, asf -~
© como un aésplazme o del péximo xie “lnerescepcza de 10 nm za~

¢iz loh,itudes de onga MENOTEs.

Como en el caso ue la uresa, estes ere"'b:::s puedenn  ~
t**n.amrse prizero; 2 gue la presencia riel Lloriidrato ;la 1t
aina expone en forma kelero fnea a mu nfners rayor de tirssizs

(Fize 1)y la cuzl se gueide explizar obsorvaws el inorenents



&gl 4rea de‘l espﬁc*&ro un.fz%enc.tal y en donde, ademés, "nresenta

ufia. llgera. dlsm:t.nuc:lén de 19:, res:.duos' del trlptofano {‘!2 8h).

-BL efecto de: la aé.lclﬁn de eantldaxies crec::.entes -
>del clorhldra.to de «*uanld_aa (1-5 %), so‘n:r:e la fluorescanca.a a
- 338 nm de una cant:.dad consﬁan'te de espermatozomes. :s'e mu.e‘S' -

-"‘;*ﬁra‘ en la. f’f 'nxra 12, donde se obse:cva un apa"amlenm 'bmsco de

1a Intens_ldad dc -rluorescezr.sz.a,- al adlcmna:r Tas dos prme’*as

- ic'dncén%raciQnes,e ﬁism;inﬁyei;do 1lenﬁ_E-amente~ ha’sta;flleggr «a- 4?_M‘-_-

ﬂ'n 1ncremen‘ho mag}-oz en iz conc:entracn.&n del clorhl-

dx-a.to de ~ue.nld;ma no mues‘&za un apa,gamlem:o wayor.' Sin en‘bdz,
go, a 1a *:ez que se observa es’ca c,:.smnuw.dn er 14 fluo:escen— :
‘»cia) ‘_'a';:'it‘fma;- _1ang1tim de onda dlferen . (350 ma), o especurc ge
>’**~fensancha dancxo ;ao* resnltaao 'tma 1i g—; sra 4l sminuéiéng en el "a:é‘ea;r

: 'E"ectc o.el dodeca.l suifat@ de sodio sobre uns suspensidn de es

perma.tozos.cles %

-

-~ L= disminucidn de Iz intensidad de fluorescencia de

“los espermatozoides, producida por su interaceién eon el dode~

gil \Sﬂlfa.‘bc de séﬁio i Q.}Z_ -— 3,1 g}:{_) 5 sSe megﬁra e 12‘ E g.ara
13; donde se compara con el espec 1o normal de log espexmaio -
zoides.

ba i ura 14,.veesira el aps.aniento deila Rinores-

: -~
<c ®

cencia ae iz suspensidn de esyecvatozoides, en fanvifn de la ~



concebracidn wel dodeeil sulizato we sodics,

- 3%3111 @vébﬁ@, 'qge ge_l dodecil sulfato de 50di6 &4 con~

1:;3:9_ eua‘.tles,!s;e. u‘sa,. ‘ejnl 1ﬁv~a bo de\ gaam.d;ma. V C‘einc. FSE-O‘[‘)SQW%;” SRR

& conceniraciones de ‘!&2 *u:, "fa enlslén de\ 1a. fluorescenc{x’ - -

mantiene censtante

s éas« - i
: o Ehz,am.e se cuanEi flcc €l conﬁemuo de tlrcsma ,9' tm_n
' ﬁcfana cle Ias ,preparacmwes 'tra:i,adas eon dodeqll sulf‘a*&o de so— |

"axo, se obse“vé,' que ﬂa_; una exposmclé:z cons ’1: ‘te o.e 1GS resz -
g 'dzic:s-»-&e ;x,,;z;ras ing ¥ ' triptofano hasta a.lcm'sza:r: g concentracs.ép
' e 1.2 il de ﬁouﬁc:al &n Han de sodm, a parmr de la. cua;t ne

los :ces“&ucf‘ de 'tmp-—

ey canfniﬁsfagmem?}xés._ Somo es nab
- dafens disnin ""En al sureniar la conce:_wxacz.én del dodecil sul= -
fate e «ar;z:;, pe’m dge-;_;jzié_ m;‘,‘é m}; no e;n;iste mngt%na variscifn

*i,,. 15}

=fecto uel TETELD ﬁa oeti

L gronio {UTADY sobre wna suspensidn

s

Eratsas m.,g.rfgr en la fi ure 16, que a diferencia

e ¥ Y



de Ios ot:res compuest os estudlaaes, la unlén. ael uiEA’B prmm'cé e

etk la ;mte 'S ;daﬂ. de la ﬂna‘resoencia de las

, a.umen.uc dé mn .5 |

ESpematezo:Ld.es. "1 cam‘blo o‘b'benldo en el espectro, puecle ser

: Aga_ggn Jj_ eemeg:ira _con:h

e~

P ) L

C.L&B Este aum Fifee] de la. 1?1'§;ens'sdad de la fluo‘r'esL,enr ,a; se =

, pro&u;m desde Ta conee&traclén més baaa adlclonaaa.

¥

da.o, no procmgo an ara.mento mayor en la fluorescencla hasta la T

- ;concen"xzacz‘dﬁ de 1..9 mﬂ después‘ de la cual,, se weaeata sm amen—-_'

. mmca ‘se abtuvo una. muen

e il awrento‘ cie w 1‘1}5 bm emhaa.»

nl lIL@IeiﬂénuO en 1a cepcenﬂracmn del C‘_EAJ} en,;el e = R

: &g .1ns esnerc.ztozmdes sin: —_—

751&2& de 1111otrescene.a enox. & 3.3.. del contml, }gc:c lo que se de',-?--

= : a

s duve aua no hay com:elac:uﬁn enﬁrﬂ un aumérztnv t} m"‘dlsmmufﬂtm o

td concent:raclén e@resaua. en nanomlas de ’61ms:maw se comnaa,,

ccm los valares calc;z_.adas pa:r:a el *i;rlm;ai’ana. ‘S“e pued.e oi;ser- ‘

var que aeaﬂe 0 32 mrn 'ﬁe G‘E‘AB, e*-:z.si:e urn aumentc. ,;rauual zla l«ss
residuos de tirosings e "@ues%as, z“asa‘:a que a e«g‘r;&ez; Traciones de
232 © mayores, el Cowm enido de Tos resicuos g birosing perza-

nece constante; mientras que ¢l nfinerc de resicuss expuesios -

del teiptofans sutre un canbio répiao, sosirands vespuds de una

= - . % ; s b 2 -
v Coneeniracidn ce Gi1E2 &z‘: dos a.-eﬁeuas, wa ve wayar exposic ifn -~
_—

nasia T o 5 uwna ,se‘;;maia eatre §.92 ¥ 312 0, en Jdonde nG

Cers renor ¢ residuns e:-:;gngs nrozenian.



] 5 c:.ona.les que. ocurran en aauellas protei'nas clue i’oman j_pa:rte de

1v. 3zscﬁsi°1‘1 ‘>

Po'r' lo compleac &e esas es‘bruc‘buras, se :cegmere de

' 'un mé'hodo smgtﬂar, que nos _permrba es‘I:u digr adecuadamente eg =

tns camblos, el empleo de: 1a fluorescene_.a produc:.ﬂa ‘oor los -?

amlneacuios aroméﬁlcos conshtuyen‘bes naturales de las protei -
nazsy parece ser un monltoz: "sens1b1e ¥ natlmal" : vque..permrb.e'

determar aunque séa en fo:r:ma mduecia, los cambios, conforma—-

dlchas membr.anas .

A nesar de sus ventaaas, ;13. ﬁuorescenela. txene 1im1

tacmnes, ya gue los ;aerflles de 103 esuectros o*ntenldos de las

soluclones ‘orote:_cas, Queden ger afec‘-adas.por unga gran vaxle -

dad de conﬂ:.clones.

entre 1os emaectros o’btenldos o‘.e 1as saluemnes de los am:.noéc; :

dos axom:iﬁxcos libres ¥ cuando es*tos mznoécidos estﬁn znccmpo-»

- rados en un p‘ém:mda 6 en una Prot'e‘ma’:. Y se sa’be, de clertas

hlpéﬁeszs que ‘b:ca'f;an de dar soluéidn & dicho pro“n

LEHAMR y KERWAR (17), estudisron la fluo‘rescencla in

“Grinseca de lag formas naiiva ¥ fibrosa de la ac‘blnz, {1a actinz

G ¥ la actina B), obieniendo algung i ..marmaclﬂn de las diferes— ‘

ciag confavmcmnales lagrado separar las con’arlbucz.ones de =
1a fissrescencia de 1z iirosina y del 4friptofanc deniro de lg -

Fluorescensia nativa %a‘&.ﬂ .
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Wmﬁﬁ j COLA_BOHADORES {1 O) enconﬁraren f;am’@ en que, B
_ezi 1zs membrapas de s_fa;ni‘*ft;:oeiﬁc de humano, emste una. traasferen=
cs_alsignificjaﬁég de :ene;rafa' de 1a tirosina &l triptofano '“embra |
nel,. cuando uﬁll:tza::on g516] senalador fluareseen{:e, el T-anﬂ.mo-— : YL .
b«-’» *falea sulfonato (A aS) que por las cazac;.eristlcas de su &g |
nectro fluoreqcen te de nlfemaclén de los cambms estructnrales
ria_éos que »::«m.__ en en 15. mem’brana ¥ que generalmente se ven ==

ace:panados de s actlvmad 3;1016~1ca.

Ka :"@1« (31,8?)‘ :gor e,jémplo, indica que', 'en la alfa-lacto
a_-‘zmuna; exi SIen al'vunes :ces;.duos aromé:i;:.eos expuesm‘:os ¥ otros
oculms, ohservando aue 13, banda, de ,fluozesce‘qela d.e 103 g,:mpcs |
em:uesiros, eg‘~ pré“mma. 1z ’*anda, de epnsuﬁn ma:uma de la ﬁuo - o

.- %,

z:escenc:ta. de}_ %rwptoLano en salm,szn acnasa f 350 nm), jpcs; 10 que ;

e debe de COn&aerar, una dlferencza. de yolara.aad en 1a veedam— . -

. ﬁm mgdl&t&‘alq“ Brupos. exPuE’StQS 3’ a los grupos Q_Cnl‘bas. . | _-‘g,:
llﬁez:atura i:za:s- gcca inform mae:.én de =z ean%:uiad S
- &= Tesiduos m?ﬁfléosv en membranas d:e;_e“spermatezoi‘ies de huma=

o= ¥l ‘;gor lo gie no es ;gc:siiizlé saber la ca;ntidaq de residuos aro=~

cSticos expuestos y ocultos ?z‘eseri‘-besgb en aicha fnembi;aaa; sin en

By aplicenta la aipStesis de KEORIE {13), o nuestrs siste~ s

=z de células ez_z%.,erasr_, podezos caloular lz presencia de grupos

eromiticos, eon diferentes crados de accesibilidad.

R

. R ~ #n sl espediro de fluorescentiz de los espermalozoi-
wegy 20 gpamcze vl udnimo de ewisidn oorrespondiente a Ja tiro~

P ~ LA ST W . PR p B . ’
sunz L3 a7y File L)y aurge dfuia Avi o 2f 20 reedonta Bn = S

]
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una. me’zc“fa‘ de ‘Ei’-’rosina ¥ *r:&@tdi‘aﬁc« :(Figa 6) . Es%ae'- :Eenémené se

cree. o8 nmdncldo, en parte, por la fo:*mac:l.dn de enla.ces entv'e

hldrox:r.los ienéllcos ¥ los carbox.latos aﬁyacentes (19) ¥ a.de -

més por la. perdlda de la. energfa de excz,taclc?n de las ‘hn‘oslm,s
11b1:es, a cousa de lg :oz-maclén de dicho enla.ce (20). .é. pesan

‘de €llo, 195 resultados en este estudio, ;mdl;can. gue hay una con

tribucibn importante de la tirosina en la fluorescencia del es =

permatozoide.

INTERACCION DE 14 URE:, CLORHTDRATO DRt GUANIDINA; DODEGIT: SULEATG

DB sonm (sns) Y EL :BROMURO DE CETIL mmm A.MOI‘I@ (cm) CON

‘ LAS TEEH'BRAI&S fDn.L ESPERH&TOZOIDE.

e Pa:ca estud:.ax los camblos relacmnados con e1 desdobla; -
: , mlenta ¥ reaoblam1en1;c de- nroteinas purlflcadas (22, 25), 8¢ ha :ce -

que::ldo &el uso de desnah:rallzantes en can'bz.dad suflclen’ﬁe, pe.r’“ )

deses*babllz.zar la coni‘orma,clén na:b.wa y producu el es"hado “l:otal—-

-ome o enite &esdo‘ﬁlaﬂo. o
Lo,s’; desnaturalizantes més a;npiigmeﬁ%e usados, 'hai gide

. lawrea y sl clorhidrato de guenidina. Ta ures fué iniciglmente
Vﬁiiliz’alda}, ,g;em ha sido susbituida por un de;snaturaliaanﬁe wds —

, po;ﬂ:’enfe,:_' que es el clorhidrato de guanidina (21). Ia explica -

cidn fisica exacta de la capacidad desnaturalizante de esos dos
reactlvcw, no queda alin clara, sin enbarse los es‘huax:s con CoOHm=~
nuestos moc.elc, sugieren gue los reactivos acidan mcrementando

~ 1a soluvilidea en a ua de las porciones hidroféhicas de las pro=



teinas (,2&,“27)‘,‘, wientras mantienen la capacidad de formar puexn

tes we nidrSzenc con los disolvenies acuosos figura 19 {28).

El desdoblamiento de las ‘prot*e,ﬁ;as» & bajas ‘conéeg =

i;raéianes de esos ;e.a.ctixfgs; | g@neralmeutg es pocs, -peror al al-
canzar nna concentracidn crﬁlca, ocurre - ‘desénhlamien%ﬂi —~—
abrupto. A concentraciones. sugegiOiiésv. & este; las propiedades.
ffsicas de las protefnas cambian _ydco . Aunque ese 3&8&&6131& =
miento repentinc tanbién se -obgema{eni el caso &e la pres ¥ el
clornidrato de guanidina, con estos lbimos reackivos s¢ ha ob
servado un desdoblamiento graduel y continuo. “

-

Tomando en cuenta todos los datos obienidos, se ha

hecho wna exbtrapolzcifn de "concentracidn cero" del desnabu~.

ralizante, ‘para trater de ofrecer-una deseripcidn dinfmica de:
ey e P ‘ : .

una @ioteina_ estable bajo condieiones "normales” (23).

Aungve se sabe poco de la interaceidn de estes sms=
. " B = N * . o - B

tancias con las proteinas de las membrenas espermfticas, se —

‘nan obtenido a.lbunes _resulté.dcs, gue p'erm;i‘te;! dedueir posibles
cazhios eém&ﬁ:&iw en el .esgema‘cozo’;idg' de humano ey},a‘.ciuljadq..

e los patrones ohtenidos en este estudic, como re-
sultews ue las intezﬁccionés gz la m:ea, el clorhidrato de cua
nidina y el dodecil sulfato de sodio con las célnlas espermdti
casy sé puede concluir lo sipuientes 2) Unz disminucién del es
neciro ioial de mmé'; 3 ) Un desplazamients de la méxi::a -

. w8i%a e la flusrescencis, hadiz longitudes de onda menores

i
i



. ’,’UREA p e CLORHII)RATO ])h. “ILA:&IDINA

z.l mecan:r.smo deta.llado de la acc:.én de clertos desna.

"n:callzantes como son la urea y el clorhldrato de guam.d.ma —

'(‘26 29) » BS ob,]eto de dlscusa.én, nez:o pa::ece que ambos actﬁan

| ‘solva‘ba.ndc en i‘orma hcmogénea 't:odas ias pa:ctes del po’l:x.pép‘hld.o

desdob"la&o, aumenizan&c 13 solublllda.d en‘agua. de las gartes h:n. o

" _‘dad de .la :foxmac;on de mzentes de n:.u:cﬁgeno de los 'oollpéptldos

,con el dlsolvente a.cueso (28)

' v Las mtez'a.cclones ener@é*%zcas hldroféblcas, pueden i

RN . TEnIS = LR R LN -

ser determ;nadas por wma zelacn.dn empfrxca. (22 a 24 ca.lj /

tre el é:cea &e e supe*ﬁc:.e enca;;ada ¥ 1la energfa ll’bre reque-— ) |

,;md,aa pava transferir esa ::Supél‘fl’clje del a@za«*a un: d;solvente; 93

teina (30, 31). Tal relacidn es vilida, para obtener la enersfa |

¥ c) Une. exposz.clén apa'entemente mayory de los r,es:uluos de ti~

: ,ros:ma s_mﬂténeo a un ocultamz.ento de. los res:Ld.uos de tm.ptofa i

gémco, cuya cQ’I,,l'éianie di;éléc,tﬁca .semeja 2l interior de la ;155:3

libre de transferencia de las cadenas lfateraiesfde lxis}. :aminozici-»

dos; del azua en urea 8 M § clorhidrato de guanidina 6 f-i (26,
275 29)

&) UHEA. Ta mayorfs de las cadenas laterales de los
aminofcidos, muestran en urea 8 M, un comportamients gue sugie~

re gie las interacciones nidrofSbicas, disminuyen su energfa en




ﬁrea 8 "a ﬁalores em:ze 15 y 1’,? calj'A2 | Las ca&enag laj:eralies
q_ue peseen a.tomos nolares ¥ mues*ran m'i comporta:mento slm_lar,
su zzvezzaﬁ que la ‘a:cec;. 8 M es ‘can d&hll coma el ,.g:ta. en la ;.or- |
"iaclén ae 'unmnes de nlnrégeno “éohn el agua.' n :
L%.s relam ones emp’?'mnas cenflrmaﬁ Taa n‘xnllcacl&n ua '
t.,ia po:r varms au‘ba“es, de como la mea, r el elazzh_&ra‘bo de sua=
o .
& m.dlna uesdoblzn a la P"‘ome:fqa. E Sm embarﬂn; s.‘ de’he de menes.a‘ . =
na.r que Tas 1n beracciones hlmfébwas en u_ea 8 zi 5 en cloras - ;
' | g 6 ZET, se re&ucen anzom’nadamen%e a un. Vuer.é:go.’____ -
e B S.};ﬁﬂ' s ,-;.,:::—:
lfmercs smﬁeﬁzaﬁss a m:r:t:.r de ammaéczﬁos h:.d*‘éi’enas (32)
ﬂai,r uamblén una. gran. pcsmhi.,ldad de que ogurran = -
ca.er%aa t%s de 1nteracmones "‘e‘speeifa.cas“ ; ezztre :105’ : d:e's‘zig I : ;l
tural;zani:es ¥ Yas pmié,uzzgs 1(53) % ‘ﬁaf lo que ES fﬁ@iﬁié‘ que = r
tales nesnamauzmrﬂes 1xfc:§zcan csznmacwnes E‘aliccoidales = =
en lcs pfali;aép%i&og desdoblados (34}, poxr lo %anﬁa,' no debe sox
grendsr gue las ,pmtéf::asi 1@3&@%&:& conforracidn en -pre‘sencié. _
fle tales decnaturalizghies. SR !

v} DIl . REEC na ',;bm‘l:-a.u.f&_ ta confar-geién o xi:er‘"-

»



" mente qne tengan esa canformacvﬁn, 1mp11ca qu= exzs‘ﬁe i‘lex:.hmh

da perm_.%e camactemzar la confox‘* cz.én de las pro neinas y denes_ | '

mmar ss. a ;pesar del »ra‘hamento emsten reglones estmcturadas.

'f[,,c CLE guanldma u“é,gllzadas 5 sorx

'Las concen‘t-raclones uel clorhlj‘,}'i

L su_t‘lc:eememen'he al%as paza. asegm:r: qne Ta transnc:&én del esﬁa&a

' ‘desna*&*tzra:llzaﬁe sea. ca-:pleto én lasg proteinas esﬁuﬁz.a&as (55)

Lo M
Lo A

S 3 'elrbaz:go, ha. s:.cio mos*brado 'por Aﬁ}'ﬁ ¥ DOTY (32} ¥

E ;' suel'bas en clorh:.dra:ko de guam.dma 6 FI ) tempezafm amblente.

HOSA‘KI f‘mmm, cbservaron que en pm“z;einas ais: a-v’-’. o

'ba@tos (37)

. Ya que Z‘Las pz:otef.nas son smy hetero;,ézzeas eri 81 COfi=
pos1cz.6n de ammaécldos, cuando éstas se compoﬂtan en presenc:la

ael reac‘%;uro como e’malla.das al aaar, 16 guiere &ec.r necesa:x:;af -

Cdad eﬁ‘ﬁ?.‘é las monéﬂezos, g lo ’larqo de la cadena “ggllpenuidzca. '

Se pueas ;su;zaneg" gp.e '*nnas reg,mnes de 1a cadena p&l pept*’ ok B

‘ea conserven su estructura rizida, formendo wna o mfs zonas se-

mejanto esferas (34}-



‘*TOSA{CI E, AAZ\TEORD obsexvaron tamblen, gue las :mte:caf'»
c:sioﬁés: el;e_“‘c.-trqs‘ti‘f;isas; intramdzlec;ulajzes; entre los :.;rupos- con
ca:-ea ezl las ,méléctii‘as j(,"Ze' amii:_aélcidas ammétict:% 7o 's,ijﬂ-;af}éaia—ﬂ '
: das no;r: la presenc_a de a..tas conce,:ﬁracmnes ae este :r:eactnro
(37) By .LOS casos e'bservados por %TORD, se pudo observa:c -
que 3.2. n:wmacnﬁn de pientes debs_do a enlaces dls ulfiuro, a.;ec“‘ani
la vi sces3.daci "a que restrzlngen las dlferentes crmormacmnas

que en mg ;mo: nente »;‘ga’.da ggdria,, adguirir la.-pjjc‘;"teiﬁ_a;;,

I}sta hlen dems*hrano que en 1as membranas "dié 10‘5 'éSﬁ
pe:ma.toza:zdes, las mafeinas exég,enas muestran una gran estrac—» -

‘z;urael&z, que depende‘ de los puentes dasulfuro i,:cesentes en, a_"?-“aﬂ '

canb:x.uad. S

_Ja, accidn de. 1a urea comu o.el c‘! ar mra-asa de guanl&z

- na so’b::e una suspen315n de esperma,tozozdes o moszr& un ape.ramen -+ S

B wron T

BN < ~"Z‘xiéj':j”b?‘ic?3 de Ia flnoz:escenma, 1o »ual puede aurvbus.::se 2 la
» fe:’cposifcf:ién de un nume.m netemgénea»de :cesiduosz de 't:ar‘ds'ana,g e
concomitante & una disminuel rSn del nume‘p de residuos e:rpussto«

gel ’i;rijﬁizﬁxaﬁa. Ya qjue la adlclﬁn de urea; a una zezdla de tirp

i

sina y friptofano, no mostz:é ninain efecto afn a alizs concen
- traciones sobre el es;oec‘ro de e*u,s.tﬁ*z, ccns:.dera. o8 gue log -
efectos observados en las células esper-dticas p"sr iz adicidn
ue urea, estfn mostrande une iiteraccidn real con prate efn nas dpl
. *

espernatozeiue, ¥ que los carbios observedos al variar la con ~

sertracid: we los resciives, va exponisndo a v winess taca T



mayor de residuos aromfticos.

T

Los parones de titulacién de los espermatozoides con”’

susua_nclas desna‘a_allzantes, del tlpo de 1z urea. y del clorrn. -

dram de glanld__na (Flgs. T 7-16) 3 mdlcan el lanaga‘mlento 'Eo‘!:al -
- - en iz f‘luorescenma de los, zesxduos de ammoacldos amométlcos. ,

K Podemos o’oserva_ Que 13. :Lntens“dad fluo:cescen‘te de las membranas

s - . . - .

esneméﬁlcas, desclende en forma pmporclonal * al adlcmnar 1as S

G ol L E o o o o ool o pm Lo—sm o R e, Db &

- sus fanc*-aé desnz.' =ty

P

‘sin varlaclén (Rﬁgs 9y 12) o e

Parnlené.o de la h:.pé'besz.s de KRUHHA_N (1 8) ¥ del “hecho

a.o qp.e 1a. 'hlros_aa ¥ el trlptmano de memb 185, . sON. i‘écllmente

R ai‘eci:adas cuamm J.n‘l;eraccmnes con, sustanelas desnaturalxzanfes,

- . su"onemos gue es%as sustanclas al ponerse e;. contacto con }.af -

: mem‘brana del esnemaa:bozo,lde, cansan un, cambm conformaclonal, &l

e »e* 21~ g8 Ye- aucz?ﬁaéa poT ma'f:m.c &;amznueiﬁn~ 1& ‘_E’r- Reuad

-

.—1 =

%

“ter.s:.dad d‘e i‘lueveacencla, de‘bzdo proba‘blemente 2 una. mterac -

- cidn déb:ul de’ lcs Zl‘eslduos ammaficos més alegados de la superf‘

>

eie membranal, hasia que 3. concen'ﬁracmnes mayores del deiez'gen-

te ge manifiesta ﬁnlcamente la ﬁuorescencva dg 1os resxducs -

s Teied 51 .u_OS.'.;

5
-

Las figuras 8 y 11 mest:can Tin aumenf.o de‘ls. con%rxbu
clt‘h ag tiroginsg & la. fluorescencs.a $otal en memhranas el es =~
permatozoide. Provlasente esta c:mtribucién de las tirosinas .a

1z fluorescenciz foizl, es debidz z wna modificacidn de la estruc

=

H



'*'::**.“L*a.—’fevarﬂa uae~‘r 703 a!.,m* 'Ja g.ateina a cins longltudes de

fura, espemé.nca, que c&a;ngar 2 ung expssa.c;én major de los re
s:.d.ues de un:os;nas, sin afectar los res:uiaos del ‘h"‘lptofat o e;n; '
el fc'asn sde la urea, en el catso» del e;lse‘cr&o del»c;fborﬁldra;to de = -
guanm:ma, se presenﬁa w 115.:91'0 ocu.tamlen‘to de dos :ces:r.duos -

] trlpto.,ano. -

| mpscm,suz,ma DB SO9T0

En :Los es*i;ud.,.es reallaados por varios. au‘%ores, : »chnr‘
3)3:0 uefnas ;our;tflcadas,, ‘se sabe que 1z albumlna ael plasna one =
' ca31 ‘1:00 zﬁolééu‘las n,d:e:.SE}S- ~(3‘_8, ‘59) + Lz 1m16n del ’SDS ala alhu-< ‘
| ’vmiua, ocu::re en 'bres eﬁavaa. la :pr:.mera. que 1nvolucra la - m'n 611 -
t fze 12 llgano.os, la seg;&..éa que alcanza hasta. 38 eqmvalenies A
!'ﬂzwaa te;’cera etapa en 12. cua.l oi';r'os 38 eg_ux.valentes se unen, —-—

robanlemen‘te por pmcesea coopera“blvvos (4(),4‘})

' La unlﬁn deﬂf-_'*si:e vcte%ergenfbef pﬁodﬁce va‘:ciacicnés en
an&a d feren es (233 & 546 nm dman%e la pr;x.mera. g '&ereera -

ezana, meni:ras que en la se;,,unda ge observa un inoremento en

1la viscosidad espectfica. EALMEYL IEISH?I}A (42}, hen demcs—

trado -.qné la wnidn de ias primeros eguivalentes a la proiefna,

produce una aismnmmén en iz intengidad de la f}.uér-'escencia -
{rastz 5 eguivalentes), mientras gue la adicidn de un aimers

payor de equivaientaé, sumenta la inﬁeasida& ¥ produce ina -

gesyizcifn del =fximo ge fluorescencis : asi:a longi tiibs de c:__;

tz nfs eorias (350, 250 ). Lngue viros cromSforss pesden



4
4

gstar invqlucrfadds ¥ causar pm‘ulemas.,en la *ip;terpr:e’:%aci;ﬂsn de

lom resultauos, parece que- ) absorclén del i:r_a)uofano se ve_ '
ai‘ectaﬂa poxr ‘la. um6n de 1as pra.meras moléculas H m_en‘bz:as que |
la absorcld'n d.e las f:wos:.nas se afectd. solamente cuando un‘,
gran. ~nﬁm‘ero de -mol‘é'cu.és: se unen a la protefna}.“ ESPEGTOR ¥
JO:E&V han descr,lto que la mtens.Ldad de fluorescenﬂza. de J.a al‘ :
T:fumma d,js.f guerOt de homno,-' 56 -neduca cuando ésta mie écldos |
{;rasos (44) = TMALE ha mformado gue la presencia de un exce—
50 &e :molécu..as del deiergente, amzlan la :E‘luores"encm, del =
trlptofemo ¥ aumen’aaz Ja :Eluorescez;cza. de la ‘brroslna (45)
EALIMAN ¥ NISHIDA (42) han sugemdo‘ tanbién que las varlaclo
-ne,s; en las ;!;Qngflizudes de onda d,e,' ems:.én de los 'z‘es:;zzuos a;rg 7
miticos, es‘uénmﬂuencladas ‘_por el mcroambxen'&e acuoso 6 po

“lar que las xodea .

D'Era. posmbll.da& resul“&a de la interaccidn de 1os

. - ~lzaauda~ (Ie caaena ‘lazga, los cuales pueden modlflear el es’ca.-w -
do de mn;rzac;é‘n-_ de los E£TUPOS egs;;on-ammo, loc_a,lzﬁzaaés‘ e
la vgcix‘g&’a&'ipmeolia;%af de los zzesiducs del ﬁripto‘faﬂo (45).

- . CLARKE, FALFMSN 7 HISHIDA, estudiando el apagamien
to de 1a i‘lﬁo:ésgencia- producida por el yoduro de potacio, su '
grieron gue en la a;lbﬁzs._iné; Gel suero de bovino, min los irip
tofanos dentro de las protefnas no son zfecizdos de la misza

formz (45), aescriben task 3.én que el efscts de unir wn nfivero

;na;,-cr de 4 eguivalentes de o stilfats ce sxa’s 2 1z alml
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k2241 amblen'!;e *’mso a o 2o . pola:r, més gue proiucn.r uﬁ amnento
en da. ﬂuorescen J.a de "&n "ESldU.O mlclalmen‘be 1ocallzado éen -
m ‘medio no ‘39... Esi:a mlede mdlcar que la. un:uSn aeT deter—
*entg, induce camu:mq esmc:turales qize ;gsueden lnl'PLa.r sc’bre

et mcroambiezﬁe_ del trigiaﬁamé bien, en 1a exclusifn o,el -

sgua y .sﬁ'if;eemlazos por las .-zz:adejnas i'z;i&mcaa:bqna&as; del ligan~

£0a. hl efecﬁa ge . este aeﬁergen"ae "eza, enerolco sonre la estruc‘ -

iura del es‘cer'* tezmcte; A siclo mostradc Drevz.amente por va =

rios au'tores ws) Qu_tzés 1o més xmgortantev de esta accldn es -

l efecte tan ﬁréstlco, :zncluso a muy ba:]as corce"xtraoz.ones -

S

: - Em'.olan) ".z'xa acclén c‘r;nena:i:urahzante aes*baca o‘b*r! ainence, ,ée:l

:_ecanismo que se ha sugev*._.sie Dbara. .La uxes. y el c‘ onnnrauo de

dam.dlna, ¥2 aue el dete srgente debe mclul,.se deni;ro de las -

esimc’tzur's &e Adas pmteinas, romplem.o "I:o'ba.lmenue lz asocig - .

gidn eni;rev Eos dlferentes componenzes de 1as mem%rms, ij'lnG‘
ualmen:l:e Ge agueilas es*trzzcturas lna cglizadas en la nmpo::m fn.
&istal ael 33;}‘?1@@ | »

=3 apaoamiema Vtie i’a’. fluprescancia de ura suspen '—:
sifn ds esyemamzom»s % ‘ia. 15)s en funpidn de la goncentra~
©idn el Luﬂeﬂll sulfzto de godio, Geurre en forma brusca =
$0.32-3.1 3 g2 5uS), cusndo se corpars en los experivenios en

iog cuales oo util‘ifzamﬁ 12 urea y €1 clorhidratd we cuanidina.

¥or lo gue roasanss que este fendiensy prece ser detits a ws -

.



al med.m, se ven. afea%adas por las n**lmeras coneent:caclorzes il

’ del detevgemte, dando lubar & una ems:Lcldn maycz: iie resn. - :

R (}tra catsa que puao causar esa. ate”aalén, en la :Eorma.cu?n de P
R las protefna,s en las membranas espe..uétlcas, seria la mduc Lo '
01611 de una nueva estr mctura ali‘a—nelzcmdal, :debldo‘ 2 la. ifim
. teraccmn del doclecxl s*alfato de so&; 'y s&bx'e las cadenas la E
t@lﬁ&l’gs‘, ﬂé’c‘iﬁaaf & las tn‘os:mas sm desdobla: completamen%e
. 13 estructuzs nativa de 1a prote o Sl
T R R fég'efec'bos téxmcos de ';ra}ias agen we—sg %:ens:&;:-i -

-

vos 'sz;j’sre €l «es;gém'a';ﬁazome,' ;puea:en séz':' de dbs, tipos: a)

aguellcs qﬁa anmova.llzan -1 ) espnmatczmue répmamante y b)las'

que; desarrallan un ei‘ec%o después de un “i:lempo de est'a::' en con .' -
 tasto CG’:‘. el eap.ematezomde. En presencla; -c.,el glasma semi - |

nal, se ’*sg,uléxeu cnncentraclon.s ;zagares del, detergente para

Inmovilizar el espema$201de que cua.‘do se grcueniren lavaacsg

En un .e‘sfﬁ,ud’:l@_ vealizado previamente (48); lu aicci&rz

ge lus zyentes iensiozeiivos, conducen a la plrdina frzeversi

Mé de 1z wovilidan g & Gafion permerentes en la oflulz esper

a
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.méﬁicé.. Bstos efectos probablemente dependen de la Ln’keraccién |
‘directz, sobre Ias llgoProte:&‘as' ﬁontemdas» en la capa exter —
na, la., cual noma.merte protege a la. superflme de la. célula -
esperzdbica. . T

m prlme_ efec*bo de estes a‘_.,entes ‘Eensmactlvos, es
un atz:ea‘o en la pe*’meabllxdac. ce..ular, pemtlenaa g sl esac«.ge -
de lcs ééns‘ni’tuffen sesf mtraceln,axQSS, .incluyendﬂ ,cdm_?ﬁﬁes‘ﬁesﬂ?;.

lecularns ;.ean&es coxo pmte as § enzimasg.

Se ha c;‘nsemaﬂe que ﬁa;;a,s concentraclonss -
(o 3 = 0.6 mi), del bromwo de cetil ‘t;-ime%ﬂ ammio., un poten

te agens: se espermlﬁzda, son suf a.cm'xtes para :ceduc,.r ia yeloau—-»

f"vd;e .zructollsz.s, m.ent:ras qne conceni:racmnes mayores Lo

(0 8- 1@2 'm\x), sunm en compie smente ambas fem‘?r'e- 108 . (4’?)

Por la 2ccibn de a,m*e.nﬁar la permeabilidad, resuliz

1a difosifn delr clmsromo © ra:?~ megio exiracelular, tamhlgp, a1 .

trataniento gel es;ze*mamm.tde ¢on an de%exéenue, aumenta iz —
capacidad de -ii),’idar sus*&ra%és tono €l succinato. -Bs‘tos-‘ ’efec%as'
pueden ser conside dxias m:m wna npaifes tamén de unza. desa;,_.;a- '

nizacidn celular.

Ios detexzgentes tennidn han sido ubtilizasaog para 1

hood
{u2

Jrar e solubilizacifn selective de las estmwoivras ¢el esper

£

matozoise nurane s de otras egpesizn. 31 trataciento eon Txp

£ .

td
Sare de 2sbll drletil moala, enivtitiza espesftisgrente gl

i

EX
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i‘lagela, después de que el esperﬁatozmde fué expuesto &l c&..i:m

treitol {DIT) (48)- El ugo de un detergente neutro como €l =

tritén X-ﬁ‘mo, ' desgaés de exponer las .cféljulas al DTT, producen =

1a salublllza.clén selectiva de" micleo.

Ia obsem'am en la (i‘zg. 17), un ‘aurento notable en =

1z lTﬁEBSidad de la &q{lozascenclag,. ge una suspens:.én de espsrse

tozoides gl interaccionar con el Bromuro de cetil trimetil.esmo-=

nig, pensausos que la estructura mewbranal es modificada en ma ~—

;{Qr grado por este ?;,omguegsfo,.,‘ ya gue €l efecto mostrd una dismi

‘mucidn en Is fluorescencia de la $irosina, concomitente a una —

exposicién mayoz' de xeéidub'S' de %[ziptc.fénos., 'fpz‘jc"zia”blémen‘he rﬂ;ébg._

do 2 wz dlsmmucxdn en la dccesi ﬂzdad e las ulros:mas. :

Bl "bro*rm:c de ce‘cll trimet oll amorio, eb considerado

como s potente agepte espermicids; cuando se wee a la supexfi~
cie de la membrana espermftica, da Jugar g tnz inmovilizacidn —

de los espermatozoides a concentracioneg ton bajes como - . o~

0.5 = 0,6 ifs
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v, cowms:i: iz S S BN
Aunqm; este 'traha.go va é:ml ide =z : tuala e’f c‘mpor -
'f;amle,ito de 1as %ei'nas, cie ia mﬂmbrana del espev‘m_.tom.me, ) B
aebe:ses tomar en cuen‘ba que ed, e;.ecto da houes loa r'a.cbz».?:as e
edisd o..aaos proeiuﬂen la aesnatmal_.zamdn &e lag z_w'o teinas, 10 '
cmal ,,@robablemeﬁﬁe«med;ﬁgua 2 32l grade lz és‘%ractm:a. de mza -
pmiefna que &stz no represente su estructura nativa. hdenfs, .

es ..z_'martanue a.claz-ar que en es’ce s:stema a’l ad1 clonar *cs des
*nmlizantes, uuﬁien quedaz: smmubles nmchas prote_.rzas gus no'

necase:m a.mente deben estar esm"turadas en 1a. n*embrana., con ~

lo cu‘sl 103 resultados poo.rian mcstra.r al’unos e:f‘ec’f:os gue 7o

s@s z:ﬂpresentc.n a las pro"be..nas membrana.!.es-

Ls *mr!‘ante mshcar iia’diférem:ia*eﬁt"'e la adicic_?n

de 1:33 das deuerven%es con carge diferente (SIS y GTEB), y2 =

: .gue mm de’. ‘velloi‘s gxcduc'e el zpagen

ento. enfraico de 1z fiwpres .
cenala de los res_ahos, ‘mieniras gue el ok tro la au:::en ta fuerte

rerie, devide probablemente = a 'és*%mcﬁmaciﬁn de las micslas
DERy v B ; v -

v & la colocacifn de las nolSenlas del deilezgente, en velasidn i
a los residuss de amincdcidos gus rodean €l sitio donde ancla
el detersente ¥, probablements en 2liunes cosns se logra Is - s

siubiXizecifn &e ruenas pro‘efnas, no necsseriamende nerbra-

U)

m!

W

rales por diferencigs de cargss oo7p es el cesd éie:l Sotecil
% ?
oulfets e soklsy on el gue Iz puservaeidn al rieroguspio =~ -

e . 3 w 7 o - - s
IRESTEE guL LShe G isrenio iuvxgnl&me& tma Mers ;;:»I’{'G L@l Llg=

*



_puede haber cambios en la fraccidn de absorcifn, en el rendi -

 miento cufintico ¥ ma»mgcziﬁca;gi’én{ en los Bspe“dﬁ:os de emiszﬁiﬁm?_ :

A;pa:ete de- esto ha. s1do aemostrado por LO GWCR‘, que

- es _*m,crzante bloquear los z;ru;pos careomllo ¥ amzna d.e algmog
a.zzmoaaﬂaos, pa.ra evrl;az S 1enlza016n y algunas mterferen -

c,Las*, y“ que las 1nﬁezaoclones 'blz:osma-timsm

ectan cuaW-

q"ul,e:c_‘ ;e‘spacfcrg ,Qb?c;,e‘mﬁa de ,la-_«’clro_smal l:;»‘pre; observando gue -

Todo esto o.eb:.cm = camblos en el pH a.l:cededor de lus zzes:.duos

(11[0 B

Debemos su’brayar que esfe t:.po de estudlos, soa -

prelmmares ¥ q,ue mtenfan sacar ventaga de dos cosast la -

pra.mera de que el esperma’ﬁozonie es una célula. muy esta'ble y

- ~:11em:;te su -.esizimm. casi ;nﬁmzﬁu&nzade, puesto que no pema—

nece asec:.ada & otras ;cémas ¥ en segundo lugar, la posibili

éad Que al.nums mvef-vz

.‘b.... =

“‘auufzzs" han sugemde de que 1z i‘lumes

cenocia Ge 1os reszducs de {irosina ;;r ’tmptofanc, pueaen aa.

;mea de laf* varlacmnes gue ocu:cmen e Ias proi:einas que Ias

contisnens

puetien corzelacionar estzs dds caracterf:

tirfa estudiar los fenfrence que osurras gl espermatornide, -

auranie los

capacitacifn e

i iferentes pfaeevos

'Eezzsaa:bs @jue e .l.,as‘ prote;_nafs de :Ia mer‘abrana e =

sticag, lo enal pérmd

involuerados en su meduracifn,

interao céén con €1 Syulo ¥ que puedan car luz

2 una nelsr definicidn del proteso.
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scd 4 mspeciro Qe emigidn aiferencial de los espermaicwoices s
©  humanos lavados. 167 células en 3 1l de puffer ae
trig=HCl 0.C50 ¥, pH 7.4, excitando g 275 nm. La
contribucidén de la tirosipa a la fluoxrescencia fotal

E3

se nuestra en el 4rea sombreada.
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gpectre asifersncial we ia fludrescencia de una zezcla de
soluciones de tirosinz 16.6 ul y triptofanc 6.0 Ui 7
#spectro ae la mezcla ae iiresina y triptofano excitzndo
2 275 nm ). Espectro del triptofano excitande a @J3 mm
et DU

iz contritucién ue la tiresina a la fluorescencia iotal se
nueslra es el drea sosbzeaga. '
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FEEURE 7 ‘Efecto de la ad_u.nin de utea sobre el egpecirs de emisidn
" g8 una guspensidu de espermatczoides humancss : :

- &) Espectro de emisiln normel de una 811..}3&2!516!1 de espez:

eatozoides en ausenw.a de iireg. - )
- B} Espectro de emisién de Ja fluorescenciz &esmiés de iz

. gicién de urea.
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aulHA » cuantificeciln ael ¢ nienivs ue ;a tirosina rrés el triptolanc
{#24) y del triptofano dnicamente {8648), en las mexbranas
espermiticas,por la aalcaén de cantidades crecientes de urea
_« 2 una suspensibn de 104 esnema’cozalées en 3 ml*de trls-ﬁcl
0.050 H, pH 7.4.
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FIGURA 9 .unética del amaaanlemo de NS ;luovescznma ra’brva dg = -
0 12 fivosina wfs la del iriptofeng {eo6} r del tripiofeas
umcameute I C a) covrtenia‘ o5 en una suspensifn ¢e 107 es
£hido a 1z aml;:én ie earfida -

verzalozsities de husane, de
gyev sreciente de BIea
sete intoraceifis se 1levd 2 caho a termerstura awbisnte =
44 x 1 1°C}.  ba sxciiacidz se vealiznd = 2Fr 3 273 4z tox
zinsldn a 338 um. : '
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FISHRE 10 sfweio ue la adicidn dsl clorhidrato de g‘uag?itiina sobre el
_espectro de emigidn ue una suspensidn de 1Q' espermatozoi-
des humancss o
4) Especiro de enisidn normal de unz suspensién de esperma
tozoides en augeseia del clorhidraiv de guanidine. )
B) Espeetro de exisidn de la fluorescencia despufs de 1la
aaicidn vel clcrr:i&za;:o ae guaniding. - ,
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Ciorhidr\afo de gasanxdlna
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14 Cuantificacidn aej. esm.enma de iz % res:.na + el friptofanc
{poe®) y del triptofans nluvanente {:ma) ef: las werbranas
esperméticas, por la acicidn de captidades crecienies del
clorhiarats ae guaniding a una suspersidn de 1ol espermato—
zoides en 3 ml de tris-HC1 0.050 K, pH 7.4-
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i 12 q.u}&uc.a ce aﬁ&a:s:.ﬁw ge iz .axuureseéqc.ta agtiva de Ia
 %tirosina mis la cel triptofanc (844} 7 eel wriptofanc fnicz
rente (©9@), contenivos en una uspens*&n ae 107 esperrato— v
zoides ae iumzno; aebico & la agieidn de canticaues crseien B
tes del clornioraio ae gukninina. S,
“hsta interaceidn se llevd a cabe a temnara‘aura anbiente
{2 + 1°c}. la sxcilacidp se raalizd & . 274 ¥ 243 um eon
enisidn 2 33 i ' o
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Efecio de iz adieidn del dodecil sulfato de _sodioc schre el
espectro de enigidn e uvnz guspensidn de 10 espermaiozoides

A) Bsgectro de emisifn nommal de una suspensiln de espermato
zoiues &n zugsencia e dodeoil sulfato ¢e sodio. ,

) bspectro de la emisidn de la fluorescencia despuds ce la
adiciln del dodecil sulfeio Ge souic. -,
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Gmétlca zie apagamento de 1z . homscencza na.*sn.va. ge 1a. -

- tirosinz mes la-nel triptofanc {ooo) y 421 triptofans -
“{nicamente {ses) conte*udos oo ung suspénszﬁn de 107 es-
,nermatozolues, debido 2 la ad
- tes de éouaci} sulfato de sodio: - Bsta interaceidn se
llevs a cato a tempersiuvre avbiente (22 + 1% C). ia es—
- eitacidy se zealizd a 275 y 273 am con enisifn a 33s mme

iiciln de cenbicades vrecisn
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(ﬁlani:ii‘leacldn del contenido de 1a1:ircsina. # €l triptofano
~(686) y del triptofans finicamente {00G) en las terbronss

espergiticas, por la adicién de cantidares erecientes del

dotecil sulfaio de sodic e una suspensién de 107 espermato~

zoides ent 3 ml de tris-HCL ©.050 M, pH Fode
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FIGURA 16 Bfecto de la adicidn del brommo ge cetil trimetil amonioc
sobre el espectro de emisifn de una suspensidn de 107 es~
peroaiozoides nurenos.

© A} sspeciro de wnisidn aorral s pua suspensifi ae espsr-
matozoiaes en ausencig del hromurn us celil iwizetil) amonios
B) Especiro de enigidn de la fluorescencia despufs ue la
. gdicitn wel bromurs oe cetil friredil amonic. &
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