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RESUMEN

La presencia de actina F en los espermatozoides de los mamiferos estudiados solo
se demostré en cerdo y otras dos especies de ratones de campo. Sin embargo, a la actina
del espermatozoide se le confieren varias funciones potenciales, las cuales sélo serian
factibles si la actina estuviera en su forma polimerizada. La presencia de actina F se
demostrd en espermatozoides de ocho especies de mamifero: ratdn, rata, criceto, gerbo,
conejo, gato, perro y del hombre.

Se detectd la presencia de actina F en el espermatozoide epididimal inmaduro del
cobayo.

Una de las funciones sugeridas para la actina F es su participacion en la motilidad
flagelar, probalemente interactuando con la miosina. Tomando como modelo al
espermatozoide del cobayo, la presencia y distribucién de la actina F y la miosina se
investigaron por métodos bioquimicos e inmunolégicos: Western-blot, inmunofluorescencia
indirecta y microscopia electrénica para su localizacién ultraestructural, demostrandose que
la miosina y la actina se localizaron en el miicleo y el flagelo de espermatozoides
desmembranados. En el flagelo, las proteinas se observaron en la capa fibrosa, fibras gruesas
y mitocondrias, por lo que su presencia refuerza la funcién sugerida de estas proteinas en
la motilidad espermatica.

En el espermatozoide del cobayo, el tnico efecto observado_de la citocalasina D, fue

Ia pérdida temprana del acrosoma.



INTRODUCCION

EL ESPERMATOZOIDE EN LOS MAMIFEROS.

El espermatozoide, fue descrito por primera vez por Leewenhoek en 1677, en el
semen y en los tésticulos, sigue siendo hasta nuestros dias el principal objeto de estudio
para la biologia, ya que aiin se desconoce toda su funcionalidad (Segal, 1985).

El espermatozoide de los mamiferos posee caracteristicas estructurales especializadas
y son el reflejo de sus actividades funcionales iinicas, tiene dos componentes principales, la
cabeza y el flagelo. La cabeza constituida del niicleo y acrosoma asi como una proporcién
pequeia de estructuras citoesquéleticas y del citoplasma, se ha sugerido que las estructuras
citoesqueléticas de la cabeza tienem un papel mecénico funcional en la fertilizacién
(Yanahimachi, 1970).

El flagelo consiste de cuatro segmentos distintos: La pieza de union (cuello), la pieza
media, la pieza principal y la pieza terminal (Fawcett, 1975). Las estructuras principales son
el axonema, fibras gruesas, cubierta fibrosa y la hoja mitocondrial. Los diferentes
componentes del flagelo estan involucrados en : a) generar y dar forma a las ondas de

flexion que producen la fuyerza moétil y b) en propagar ondas desde Ia base hasta la punta.

CITOESQUELETO.
La habilidad de las células eucariotas para adoptar una variedad de formas, asi como
para moverse de manera coordinada y dirigida dependen del citoesqueleto. Este es una

compleja red de filamentos proteicos que se extienden a través del citoplasma, siendo



responsable directo de fendémenos como la contraccién muscular, asi como de muchos
cambios en la forma del embrién de vertebrados durante su desarrollo. Ademis, el
citoesqueleto provee la maquinaria necesaria para el movimiento activo de organelos de un
lugar a otro en el citoplasma.

La presencia del citoesqueleto en la células pudo haber sido unm factor crucial
en la evolucion de las células eucaridticas (Alberts er al, 1989).

Las funciones del citoesqueleto dependen de tres tipos principales de filamentos
proteicos: microfilamentos de actina, microtiibulos, y filamentos intermedios. Cada tipo
de filamentos estd formado por Ia polimerizacién de una clase Gnica de mondmeros
proteicos; los filamentos pueden construir una gran variedad de arreglos espaciales
dependiendo de su asociacidn a otras proteinas. ‘

Todas las células eucariotas (incluyendo a organismos simples, tales como las
levaduras) contienen actina. Esta es una proteina de importancia biologica fundamental,
ademas de ser una de las proteinas mas abundantes en la naturaleza, es una de las mas
conservadas evolutivamente (Korn, 1982).

La actina monomeérica o actina G (43 kD) es una proteina globular compuesﬁ
de un polipéptido simple de 375 aminoécidos, asociada con una molécula de ATP unida

no covalentemente. El fosfato terminal del ATP es hidrolizado después de que el
| n‘xonémero de actina se polimeriza y forma parte de un filamento de actina (actina F). Los
filamentos de actina o microfilamentos presentan un grosor de 5-7 nm y forman una hélice
uniforme y compacta, son estructuras polares con terminaciones estructuralemente

diferentes, y son esenciales en algunos tipos de motilidad celular (Alberts ez al, 1989).



ACTINA EN LOS ESPERMATOZOIDES.

La presencia de actina en los espermatozoides analizados hasta hoy, esta establecida.
Empero, se desconoce su funcion en los espermatozoides de mamifero, su papel en
la reaccién acrosomal sélo se ha demostrado en invertebrados marinos, donde esta proteina
representa el constituyente principal del material subacrosomal. En la reaccién
acrosomal la actina es ripidamente polimerizada, ensamblindose y formando una
estructura larga y delgada, denominada proceso acrosomal, que ayuda al
espermatozoide a hacer contacto con la membrana plasmadtica del évulo (Tilney, 1973;
1976a; 1976b; 1987).

Los espermatozoides de los mamiferos son células polarizadas, que poseen una
distribucién organizada de organelos. Una caracteristica Ginica de los espermatozoides V
de mamifero es que su membrana plasmatica estd subdividida en dominios regionales
firmemente delineados que difieren en composicién y en funcién, llevando al concepto de
que la membrana plasmatica del espermatozoide es un mosaico de dominios restringidosque
reflejan funciones especializadas de la superficie y de los componentes citoplasmaticos del
espermatozoide. Los principailes dominios de Ja membrana plasmatica, son: los segmentos
acrosomal, postacrosomal, pieza media y la pieza principal. Estos dominios exhiben
funciones diferentes; por ejemplo,. el segmento ecuatorial y la regién postacrosomal
participan en la fusién con el évulo y en la reaccion acrosomal, respectivamente (Eddy,
1988; Olson er al, 1987; Virtanen, 1984; Peterson y Russell, 1985). Los mecanismos
estructurales y moleculares involucrados en mantener la polaridad del espermatozoide aiin

no se conocen bien. Ha sido sugerido que la organizacién polarizada de sus membranas



estd modulada por elementos del citoesqueleto, como ha sido descrito en otros tipos
celulares (Marchs, 1985; Jaconbsen, 1983; Friend, 1982).

La presencia de actina ha sido demostrada en los espermatozoides maduros
no capacitados de varias especies de mamifero, que incluyen: criseto, rata, ratdn, ratén
de campo, cobayo, topo, conejo, cerdo, perro, toro y al ser humano. (Clarke y Yanaginachi,
1978; Baccetti et al, 1984; Lora-Lamia et al, 1986; Flaherty ef al, 1986; Moreno-Fierros et
al, 1992). Los estudios para la deteccién de actina se han llevado a cabo utilizando
anticuerpos policlonales y - monoclonales, desoxirribonucleasa I; asi como sond;s
especificas (faloidina marcada con rodamina), para determinar la presencia de filamentos
de actina. Otros estudios se han realizado a nivel ultraestructural utilizando anticuerpos
conjugados covalentemente a ferritina, dextran-hierro u oro coloidal. También se han
utilizado técnicas bioquimicas, como electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
seguidas de Western-blot, para probar la presencia de actina en preparaciones de
espermatozoide total y en fracciones espermaticas (Campanelaet al, 1979;. Escalier, 1984;
Baccetti, 1984; Castellani-Ceresa et al, 1986; Lora-Lamia et al, 1986; Camatini et al., 1987;
Fouquet et al., 1990).

En las células espermatogénicas se han localizado filamentos de actina en el drea
subacrosomal de espermétidas provenientes del cobayo (Halenda et al, 1987), criseto
(Fouquet et al, 1990), rata (Aumiiller y Seitz, 1988), ardilla (Volg y Soucy, 1985), conejo
(Welch y O’Rand, 1985), cerdo (Camatini er al, 1988), mono y hombre (Fouquet et al,
1989). Los resultados indican un papel potencial de la actina F en los eventos

morfogenéticos de la espermiogénensis. Por lo general se podria pensar que Ia actina F



estuviese involucrada en el transporte de las vesiculas del Golgi durante la formacién del
acrosoma. No se ha demostrado que la actina subacrosomal sea contréctil, pero su funcién
podria ser estructural, y servir para anclar el acrosoma al niicleo con el objeto de armonizar
su forma a través de las interacciones mutuas entre el acrosomay el nticleo durante la fase

de alargamiento de las espermatidas (Halenda er al, 1987; Volg, 1989).

FUNCION DE LA ACTINA EN EL ESPERMATOZOIDE.

Se ha sugerido que interacciones de actina con proteinas de la membrana plasmatica
juegan un papel importante en la capacitacioén de los espermatozoides del cerdo, y que
la actina puede estar involucrada en la redistribucién de proteinas de la membrana
plasmatica, que ocurre en dicho proceso (Peterson, 1990).

Moreno-Fierros (1989) demostré la presencia de actina en espermatozoides del
cobayo, por inmunocitoquimica y Western-blot de sus proteinas, utilizando anticuerpos
antiactina mono y policlonales. Moreno-Fierros y col. en 1992 sugirieron, que la actina
ayuda a mantener la estructura del acrosoma, que ademds participa en la
redistribucién de proteinas, que ocurre durante la reaccién acrosomal y, que la acﬁna
presente en el flagelo puede estar involucrada en la motilidad flagelar. Lo anterior lo
fundamentaron en sus resultados del efecto de la citocalasina D sobre los
espermatozoides: a) despolimerizacién de la actina ; b) disminucién de la motilidad
espermatica de manera dependiente de la concentracion de la droga y ¢) ruptura del

acrosoma e inhibicién de la aparicion de calmodulina en la regién postacrosomal.



ACTINA POLIMERIZADA EN EL ESPERMATOZOIDE DEL COBAYO.

La presencia de actina polimerizada en el espermatozoide del cobayo fue
observada por Moreno-Fierros (1989) en los espermatozoides lavados no capacitados,
en los capacitados y también en los que presentaban reaccién acrosomal, de muestras
esperméticas obtenidas de los conductos deferentes. Es importante remarcar que existen
pocas comunicaciones adicionales, que muestran la presencia de actina F en los
espermatozoides, Saxena et al, (1986) y Peterson et al, (1990) observaron actina filamentosa
en espermatozoides maduros del cerdo, capacitados y no capacitados, respectivamente,
Flaherty (1983) y Breed y Leigh (1991) muestran la presencia de actina F en los
espermatozoides maduros del raton de campo, en dos ganchos ventrales de la cabeza
formando un componente estructural fGnico del espermatozoide de roedores

(Hidromynos, Conilurine y Unomynidos).

POSIBLE SEGUNDO MECANISMO EN EL MOVIMIENTO DE LOS
ESPERMATOZOIDES DE LOS MAMIFEROS.

El movimiento de todos los flagelos de eucariotes estd regulado por el deslizamiento
de los tibulos del axonema. Los nueve pares de dobletes poseen proyecciones semejantes
a puentes constituidos de una proteina llamada dineina. Las moléculas de dineina formax;
conexiones transitorias entre los dobletes externos y catalizan la hidrélisis de moléculas de
adenosin trifosfato-magnesio (ATP-Mg?*) para producir la energia, que impulsa el
deslizamiento de un doblete de microtiibulos en relacién a otro. En el espermatozoide de

los mamiferos el deslizamiento de los microtibulos ocurre de manera similar al



._deslizamiento de ellos en los espermatozoides de los invertebrados. También, tienen una
interaccién activa en la motilidad flagelar, elementos estructurales radiales, que conectan
al par central de los microtiibulos con los nueve dobletes externos. Estas conexiones son
llamadas rayos, son méviles presentan actividad de ATPasa y en el batimiento flagelar
pueden rearreglar su punto de conexién al anillo proteico, que rodea al par central de
microtiibulos (Lindemann y Kanous, 1989).

El mecanismo de la moti]idad flagelar, sefialado anteriormente, no esta a discusion.
Por el momento las evidencias existentes concuerdan con el modelo, el cual es totalmenvte
adecuado para explicar la motilidad de los cilios, y ﬂageios simples de espermatozoides de
invertebrados. Sin embargo, la locomocion de espermatozoides de mamifero, es mucho mas
compleja, debido a los componentes fibrosos adicionales (fibras gruesas externas) asi
como a las cubiertas circunferenciales de sus flagelos (hoja mitocondrial y capa fibrosa),
los cuales parecen imponer restricciones para la flexién y para el deslizamiento de los
microtibulos (Fawcett, 1975).

En un principio se propuso, que las fibras densas externas eran contractiles
(Nelson, 1968) y, eran elementos motores accesorios del flagelo, que surgieron para
soportar la mayor resistencia a la locomocion en el tracto reproductor de la hembra de los
mamiferos; donde se habia observado que la fibras densas estaban asociadas estrechamente
con el axonema, ysu aparicion era coincidente, durante la filogenia, con la fecundacién
interna. Las proteinas de las fibras densas estin estabilizadas por abundantes puentes
disulfuro, y se ha sugerido que podrian servir para dar rigidez o para proveer elasticidad

al flagelo. Debido a que las fibras densas han sido consideradas como componentes pasivos



rigidos, surgieron varias interrogantes (Fawcett, 1970; Eddy, 1988). ¢Cémo puede operar
un mecanjsmo de deslizamiento cuando las fibras densas estdn fijas por sus extremos a
los dobletes del axonema que se presume que se deslizan? {Qué ventajas proveen

estas estructuras adicionales rigidas sobre un flagelo simple 9+27? {En especies con flagelos
més complejos, cémo puede un axonema central delgado sobrellevar la resistencia de 9
fibras densas periféricas situadas a poca distancia del eje de flexion? De los datos
existentes sobre la composicion de las fibras densas extemas,.se concluyd que no existen
componentes contractiles (como actina). Sin embargo, no es posible excluir la posibilidad
de que estas estructuras fibrosas sean contrictiles debido a que en la extraccién no se
utilizaron inhibidores de proteasas (Fawcett 1975; Eddy, 1988; Lindemann y Kanous,
1989), la cubierta mitocondtial incrementada se interpreté como una adapatacién, para
proveer la energia necesaria para la contraccién de fibras densas externas (Fawcett, 1970;
Eddy, 1988), y la presencia de actina en las mitocondrias recientemente ha sido descrita
(Etho, 1990). De este modo en los espermatozoides de mamiferos es posible la
participacion de un mecanismo adicional que involucre la participacidon de proteinas

contractiles en las fibras gruesas.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Hasta el momento, la presencia de actina F en los espermatozoides de los mamiferos
no ha sido demostrada claramente, por lo que es dificil atribuirle una funcién en la
motilidad. Aunque la presencia de proteinas contrictiles como actina y miosina han sido
reportadas en el espermatozoide del bovino, estos resutados no han podido ser
reproducidos, aun mds, la presencia de actina F es esencial, ya que sélo en su forma
polimerizada se le confieren funciones bioldgicas.

La presencia de actina F en los espermatozoides de mamifero sugiere la idea de que
intervenga en una funcién comiin como lo es la motilidad, se acepta que en el sistema de
deslizamiento de los microtiibulos por accién de los brazos de dineina, pero este sistema
todavia no logra explicar los diferentes movimientos que presenta el espermatozoide, como
en el caso del movimiento hiperactivado,

La determinacién de la presencia de actina F en el espermatozoide del cobayo
durante su maduracién a lo largo del epididimo, en donde atin no se mueve, hace posible
establecer a la actina F como parte constitutiva del flagelo. La presencia. de proteinas
contrictiles como actina y miosina en el espermatozoide del cobayo como modelo
experimental, retoman la posible participacién de estas proteinas en la motilidad

espermatica.
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OBJETIVO GENERAL:

Investigar la presencia de actina F en los espermatozoides de varias especies de
mamiferos y, utilizando al espermatozide del cobayo, aportar evidencias adicionales de que

la actina F y lamiosina son constituyentes del flagelo.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1.- Detectar la presencia de actina F en los espermatozoides del raton, criesto, rata, gerbo,

conejo, gato, perro y humano.

2.- Detectar la presencia de actina F en los espermatozoides del cobayo durante la

maduracién epididimal.

3.- Detectar la presencia de actina y miosina en subestructuras del flagelo y en extractos

‘flagelares en los espermatozoides de cobayo.

4.- Determinar la posible funcién de la actina usando como modelo el espermatozoide

del cobayo.

tr-



MATERIAL Y METODOS

REACTIVOS.

Triton X-100, faloidina marcada con rodamina, faloidina, fenil metil sulfonil fluoruro
(PMSF), N-ptosil-L-lisina  clorometilcetona  (TLCK), N-etilmaleimida (NEM),
p-aminobenzamida (PABA), leupeptina, 4cido p-hidroximercuribenzic (PHMB), di-
isopropilfluorofosfato, Trizma base, sacarosa, fraccién V de la albiimina sérica bovina, 2-
mercaptoetanol, 3'.3,” diaminobenzamidina, cloruro de mniquel, cloruro de cobalto,
citocalasina D, Percoll, rojo Ponceau, anticuerpo monoclonal anti-a actina de misculo liso
clona 1A4, anticuerpo policlonal anti-actina, anticuerpo policlonal anti-miosina, ditiotreitol,
Tween 20, proteina A-oro coloidal, todos fueron obtenidos de Sigma Chemical Co, St Louis
M.O., cloruro de sodio, cloruro de amonio, EDTA , metanol absoluto, fueron de J.T. Baker
México. Brij 36T, de Canamex, México. Dodecil sulfato de sodio (SDS) de BDH Chemical
Ltd England. Anticuerpo de carnero anti conejo, y anticuerpo de conejo anti raton,
marcados con rodamina o acoplados a peroxidasa fueron de E.Y. Laboratories INC. USA.
Resina acrilica LR White grado medio de Electron Microscopy Sciences Washigton USA,

acetato de uranilo de Poly Sciense USA.

1. OBTENCION DE ESPERMATOZOIDES DEL EPIDIDIMO Y CONDUCTO
DEFERENTE

Se utilizaron cobayos machos (Cavia, sp) de 600-700 g dé peso y se sacrificaron por
dislocacién cervical. Se les lavé y rasuré la regién abdominal hasta la bolsa escrotal . Se
localizaron los testiculos, se pinzd y se ligd el extremo distal de! conducto deferente. El
comple;io testiculo-epididimo-conducto se recibié en solucién de NaCl al 0.9%, se disecé

12



el conducto deferente y se le introdujo una canula por el extremo ligado, cortando en su
unién con el epididimo. Los espermatozoides fueron expulsados fuera del conducto por la
inyeccién de 2 ml de la solucién de NaCl a 37°C. Se observaron los espermatozoides al
microscopio de luz, para seleccionar inicamente las muestras con motilidad normal y con
menos del 1% de células contaminantes.

Las muestras de espermatozoides (EPTZ) de cada uno de los conductos de los
diferentes organismos, se centrifugaron a 2500 rpm por 4 min. La pastilla se lavé dos veces
mas anadiendo 1 ml de NaCl. Para la determinacioén de la concentracion celular se tomé
una muestra alicuota de 50 pl de la suspensién de EPTZ se le adicioné un mililitro de

Tritén X-100 0.1% en PBS y el conteo se efectud en una camara de Neubauer.

II. CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL EN LOS ESPERMATOZOIDES DEL
COBAYO.

Los espermatozoides obtenidos de los conductos deferentes lavados, se incubaron a
37°C em medio minimo de cultivo (MCM-PL) sin glucosa (Rogers y Yanagimachi, 1975) a
una concentracién de 35X10° eptz/ml.

Durante la incubacién se examinaron las muestras al microscopio Goptico, para
observar su movilidad y el tiempo de aparicién de Ia reaccién acrosomal que fue valorada
cualitativamente, observando al microscopio dptico, la presencia de espermatozoides sin
acrosoma y con hiperactivacidn, es decir con movilidad aumentada y ondulaci6n del flagelo,
en forma de latigo. La reaccién acrosomal (RA), también se dt;.term ind, cuantitativamente,
para esta valoracion se determind el porcentaje de espermatozoides que perdian el acrosoma

en un periodo determinado de tiempo en relacién con otro, cuando la RA era evidente.
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Para ello se tomaron muestras alicuotas de 50pl fijadas en formaldehido al 3% en PBS; al
inicio de la RA y cuando esta aumentava con respecto al tiempo.

El porcentaje de la RA de cada muestra fijada se determiné de la cuenta de no
menos de 200 células, en la cimara de Neubauer, utilizando la ecuacién:

Porcentaje de RA= nimero de eptz sin acrosoma/ nimero de eptz contados. El
porcentaje de reaccién acrosomal de cada muestra experimental corresponde a la diferencia

del procentaje de la reaccién acrosomal.

II1. PURIFICACION DE FLAGELOS DESMEMBRANADOS DE ESPERMATOZOIDE
DE COBAYO POR GRADIENTE DE SACAROSA.

La purificacién de los flagelos se realizé siguiendo basicamente el método descrito
por Oko (1988). Los espermatozoides (1X10® células/ml) fueron decapitados y
desmembranados por sonicacién a 50 mA por 1 min, en un sonicador Brownsonic; en
presencia de una mezcla de los siguientes inhibidores de proteasas (molaridad finalj:
fenil sulfonil fluoruro (PMSF) 5 mM, N-ptosil-L- lisina clorometilcetona (TLCK) 2 mM,
N-etilmaleimida (NEM) 5 mM, p-aminobenzamida (PABA) 5 mM, leupeptina 20 mM, écido
p-hidroximercuribenzoato (PHMB) 1 mM, di-isopropilfluorofosfato 5 mM (DIPF), EDTA
2 mM.

Los inhibidores fueron disuel{os en Tris-HC1 0.05M pH 9, a excepcién del DIFP (5
mg/ml en dimetil sulféxido) y la leupeptina (2 mg/ml en agua). Los inhibidores se diluyero;
a la concentraccion final indicada, justo en el momento de adicionarse a la muestra
espermatica. El grado de decapitacién fue verificado por microscopia de luz. A

continuacién los ‘espermatozoides fueron centrifugados a 3000 rpm y resuspendidos en 1
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m] de sacarosa al 65% (pfv) diluida en PBS 0.02M.

La purificacién de flagelos fue realizada mediante ultracentrifugacién en un
gradiente discontinuo de sacarosa de 65%, 70% y 75% (p/v), se utilizaron 3.5 ml de cada
solucién. La ultracentrifugacion se llevd a cabo en un rotor Ti SW40 a 20,000 rpm por 70
min a 4°C. Los flagelos fueron colectados de la fraccién 65-75% , diluidos en PBS y
sedimentados a 10,000 xg por 15 min.

IV. MANE]JO DE ESPERMATOZOIDES PARA PREPARACION DE LAMINILLAS PARA
LA DETECCION DE ACTINA POLIMERIZADA E INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA

Los tipos de muestras trabajadas de espermatozoides del cobayo fueron: a)
espermatozoides recién obtenidos de las diversas  regiones del epididimo; b)
espermatozoides recién obtenidos y sin lavar de conducto deferente, Javados, capacitados
y con reaccién acrosomal; ¢) espermatozoides desmembranados por detergente Brij 36T
y d) flagelos desmembranados purificado.

Los espermatozoides de las demds especies de mamifero ensayadas (ratdn, rata,
criceto, gerbo, conejo, gato, perro) fueron obtenidos de conducto deferente; los del ser
humano fueron de eyaculado. Los espermatozoides se colectaron y lavaron en NaCl por
centrifugacién a 600 xg y resuspensién. Posteriormente fueron fijados en una suspensién con
formaldehido a una concentracién final de 1.5%, se neutralizaron los grupos aldehido coﬁ
cioruro de amonio 50 mM en PBS, 10 minutos, lavindose con PBS 0.15 M pH 74, 3 vece:s,
y con agua bidestilada 2 veces, finalmente los espermatozoides se resuspendieron en agua

bidestilada y se hicieron frotis en laminillas, dejindose secar a temperatura ambiente.
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V. DETECCION DE ACTINA POLIMERIZADA CON EL REACTIVO FALOIDINA-
RODAMINA.

Los frotis de espermatozodes fueron permeabilizados durante cinco minutos en
metanol absoluto a -20°C y lavados en PBS. La tincion con faloidina se realizé entre porta
y cubre objetos, con 30 ul de faloidina marcada con rodamina (Ph-Rh) (10 pg/ml en PBS)
por laminilla durante 20 min en cimara himeda a temperatura ambiente. Las laminillas
fueron lavadas en PBS, por 3 veces 2 min cada vez, y montadas con PBS-glicerol 1:1,
sellando los bordes del cubreobjetos con barniz de uiias. Las células fueron observadas en
microcopio de epifluorescencia, se empleé un filtro de (510-560). Un control positivo para
la tincién especifica de actina F con Ph-Rh, fue el empleo de fibroblastos, donde puede
observarse claramente los filamentos de actina caracteristicos del citoesqueleto en estas
células; el control negativo fue realizado por la competencia de faliodina sin marca por un
exceso de 500 veces la concentracion de faliodina marcada. Se tomaron fotografias, usando

pelicula TRI-X-Pan ASA 400, a un tiempo de exposicién de 30 seg.

VI. DETECCION DE ACTINA Y MIOSINA POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA
EN ESPERMATOZOIDE TOTAL, DESMEMBRANADO Y FLAGELOS PURIFICADOS.
Las diferentes muestras empleadas fueron permeabilizadas en metanol absoluto por

5 min lavadas en PBS y bloqueados los sitios inespecificos con albimina de suero de
bovino al 3% en PBS, durante 1h a 37°C. Las laminillas fueron incubadas con el primer
anticuerpo (policlonal anti-actina dilucién 1:40 6 policlonal anti-miosina dilucién 1:10

durante dos horas a 37°C, y posteriormente lavados en PBS 3 veces. La incubacién con el
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segundo anticuerpo acoplado a fluorocromo (carnero anti conejo marcado con
rodamina), fue realizada durante una hora a 37°C y en seguida lavados en PBS por 3 veces.
Las muestras fueron montadas en PBS-glicerol 1:1 (v/v) entre porta y cubre, y observadas

al microscopio de epifluorescencia y fotografiadas utilizando pelicula TRI-X-Pan ASA 400.

VIL. DETECCION DE ACTINA Y MIOSINA EN LAS PROTEINAS DE FLAGELOS POR
ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES (PAGE-SDS) E INMUNODETECCION CON ANTICUERPOS
EN LAS PROTEINAS TRANFERIDAS A PAPEL DE NITROCELULOSA.

Electroforesis (PAGE-SDS) de las proteinas flagelares. Los flagelos desnudos
purificados fueron divididos en dos alicuotas, una primera alicuota se solubiliz6
anadlendo 0.4 ml de DTT 90 mM por 10 min seguida de 0.4 ml de SDS al 10% por cada
100 X 10%élulas/ml. Una segunda muestra alicuota fue fijada para su posterior anilisis
ultraestructural. Los flagelos solubilizados fueron corridos electroforéticamente en geles
de SDS poliacrilamida al 10% segiin el método de Laemmli (1970). Para la deteccién de
miosina el gel se construyé con poliacrilamida al 6% .

Transferencia de proteinas a papel de nitrocelulosa. La trasferencia de proteinas se
llevé a cabo basicamente segiin el método de Towbin (1979), para la deteccién de actina
y miogina en las proteinas del flagelo desmembranado.

Inmunodetecciébn de actina y miosina en el papel de nitrocelulosa.

Las proteinas de espermatozoide purificado, asi como las de flagelo puro, fueron
transferidas a papel de nitrocelulosa, bloquedas con leche al 5% en PBS Tritén X-100 al 1%

(PBST) durante una hora, en seguida las tiras de papel lavadas en PBST se incubaron con

el primer anticuerpo. El policlonal anti-miosina (1:10), 6 monoclonal anti-actina de (Sigma)
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diluido 1:400 o con el elaborado por la unidad de reactivos inmunoldgicos y anticuerpqs
monoclonales (URIAM) del departamento de biologia celular del CINVESTAYV sin diluir,
durante 1 hora a 37°C. El exceso de anticuerpo fue retirado lavando el papel tres veces, por
diez minutos cada lavado en PBST. Se adicioné el segundo anticuerpo, carnero anti conejo
o conejo anti ratén acoplado a peroxidasa (1:8000) segiin el primer anticuerpo empleado,
se dej6 interaccionar durante 1 hora a 37°C y se retird, lavando tres veces en PBST 10 min
cada vez, y una vez en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4. Finalmente, el papel se
incubé en amortiguador de preincubacién durante 10 min y la peroxidasa se reveld
inmediatamente después con solucién reveladora, para'peroxidasa, en la que se empleo

diaminobenzamidina y peroxido como sustrato (De Blas y Cherwinski, 1983).

VIIL. DETECCION ULTRAESTRUCTURAL DE ACTINA Y MIOSINA EN FLAGELOS
DESMEMBRANADOS PURIFICADOS.

Los espermatozoides intactos, los desmembranados y los flagelos purificados fueron
fijados en suspensién segiin el protocolo seguido para las muestras, que fueron trabajadas
para inmunofluorescencia indirecta y tincién con Ph-Rh. Las diferentes muestras se
trabajaron siguiendo la técnica de Aumiiller (1988). Fueron bloqueadas en suspension, con
albimina sérica bovina (BSA) al 3% en PBS durante una hora, y la deshidratacion etanélica
(30%, 50%, 60%, 70%) se realiz6 durante 10 minutos cada vez a 4°C. La infiltracién en
resina LR White fue realizada bajo el siguiente esquema: a) las muestras fueron tratadas
con etanol al 70% (1 vol) resina LR White (2 vol) a -20°C dilrante una hora, b) incubadas
con resina LR White (100%) a -20°C por una hora, tres veces, c) incubadas en resina Lﬁ

White (100%) a 4°C durante toda la noche; y d) las muestras fueron incluidas en la resina
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en capsulas de gelatina, previa identificacién, para su polimerizacién a 50°C por 24 horas.
De los bloques fueron obtenidos cortes finos y montados en rejillas de niquel, y se procedi®
a la inmunolocalizacién de las proteinas a estudiar.

Para un control positivo, se empleé misculo de cobayo, en donde es conocida la
gran cantidad de actina y miosina como proteinas contréictiles.

Las muestras en las rejillas fueron bloqueadas con leche descremada al 1% en PBS
Tween al 0.05% durante 30 minutos, posteriormente los cortes fueron incubados con el
primer anticuerpo, anti-actina monoclonal 1:400, o el acti-actina policlonal 1:40 o el anti-
miosina. policlonal 1:10, durante una hora a temperatura ambiente. Se lavaron en PBS
Tween al 1% 5 veces durante 2 minutos cada lavado, la incubacién con proteina A-oro 10nm
diluida 1:20 en PBS Tween, se realiz6 por 45 min, en seguida fueron lavadas con PBS
Tween cinco 5 veces y en agua destilada 2 veces. Las rejillas fueron teiidas con acetato de
uranilo al 3% en solucién acuosa, y lavadas con agua dejando secar para su posterior
observacion y fotografia en el microscopio electronico de transmision (Joel modelo JEM-

2000 EX).

IX. EFECTO DE LA CITOCALASINA D SOBRE LA REACCION ACROSOMAL.

Los espermatozoides fueron tratados con citocalasina-D (Cit-D) a una concentraci.c’m
final de 10 pM durante el procedimiento de extraccién, lavados en NaCl e incubados en
MCM. Los espermatozoides control recibieron el mismo tratamiento pero en ausencia de
el farmaco. La concentracién de espermatozoides se ajustd desde el principio a 7x10°

células/ml y se mantuvo durante todo el procedimiento.
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La reaccién acrosomal se valoré cualitativa y cuantitativamente a o largo

de la incubacién de los espermatozoides en el medio MCM y MCM Cit-D.

X. EFECTO DE LA CITOCALASINA D SOBRE LA MOTILIDAD ESPERMATICA

Se analizé el efecto de este fairmaco sobre la estabilidad del material espermatico
se tifie con Ph-Rh, el cual se considera represente actina F. Para ello, los espermatozoides
se obtuvieron del conducto deferente y se dilu.yeron de inmediato a una concentracién
menor a 5X10° células/ml en NaCLCit-D (75pM) o en NaCl (control). Se incubaron a 37°C

durante 9-120 min y se fijaron en formaldehido, para su posterior tinciéon con Ph-Rh.
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RESULTADOS.

DETECCION DE ACTINA F EN EL ESPERMATOZOIDE EPIDIDIMAL Y DEL
CONDUCTO DEFERENTE DEL COBAYO.

En este trabajo, en primer término se procedié a reproducir las observaciones
reportadas por Moreno-Fierros (1989), quien utiliz6 faloidina marcada con rodamina
(Ph-Rh), una sonda especifica para actina F, y demostré la presencia de la proteina
en su estado polimerizado en los espermatozoides del cobayo: lavados en NaCl
(0.9%), en los capacitados y en los que mostraban reaccion acrosomal; e indicd,
observar poca o nula fluorescencia en espermatozoides recién extraidos del conducto
deferente. Se infirié que la técnica de fijacion-permeabilizacién (Moreno-Fierros,
1989), no permitia una buena conservacion de la estructura espermética, ya que
muchos espermatozoides perdian el acrosoma. Por ello, se ensayaron otras condiciones
para la fijacién, y se logré que los espermatozoides conservaran el organelo,
aparentemente bien estructurado, mediante 1 h de fijacién en formaldehido (1.5% final)
y la permeabilizacién posterior. En espermatozoides fijados bajo esta condicidén; también,
pudo ser observada la actina F en los gametos recién obtenidos de los conductos
deferentes (Fig. 1a) y su localizacion fue igual a la mostrada en los gametos después
de ser lavados y en los capacitados, presentando una fluorescencia a todo lo largo del
espermatozoide siendo mas intensa en el acrosoma y en la pieza media (Fig. 1b, y )
respectivamente, concordando con lo descrito por Moreno-Fierros (1989). En los que
presentaban reaccién acrosomal el flagelo se conservé fluorescente, la
fluorescencia del acrosoma se perdié junto con el organelo y un cono fluorescente, en

la regién postacrosomal fue visible, confirmando lo mostrado por Moreno-Fierros et

al. (1992) (Fig 1d).
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Fig. 1. Deteccién de actina polimerizada, con faloidina~rodamina (Ph~Rh). a)
En espermatozoides recién extraidos, b) lavados, c) capacitados en MCM-PL y
d) con reaccién acrosomal. Se observé fluorescencia a lo largo del
egpermatozoide, mis intensa en la regidn del acrosoma, asi como en la pieza
media; se aprecia un nuevo sitio fluorescente en aquellas células que
sufrieron reaccién acrosomal. 197X.

Se decidié investigar, si la actina se polimerizaba en los espermatozoides durante
su paso por el epididimo. Los resultados mostraron, que los espermatozoides obtenidos
de las tres regiones principales del epididimo (cabeza, cuerpo y cauda), contenian

actina F (Fig. 2).
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Fig. 2. Tincién con Ph~-Rh en espermatozoides provenientes de las
tres regiones del epididimo: a) cabeza, b) cuerpo, c) cauda y d)
espermatozoides del conducto deferente. 197X.

Un patrén comin de localizacion de la actina F, usando Ia sonda fluorescente,
fue observado en los espermatozoides epidimales y fue igual al comunicado por
Moreno-Fierros (1989), para los iavados y los capacitados. Es decir, el acrosoma
incluyendo la regién ecuatorial mostré fluorescencia brillante; ademaés, todo el flagelo
-presenté fluorescencia, mis intensa en la pieza media. En los fibroblastos, utilizados
como controles positivos de tincion especifica de actina F con Ph-Rh, se
observaron claramente filamentos de actina, caracteristicos del citoesqueleto de estas

células (datos no mostrados).
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DETECCION DE ACTINA F EN ESPERMATOZOIDES DE OCHO ESPECIES DE
MAMIFEROS.

El hecho de encontrar a la actina en su forma polimérica en los espermatozoides
del cobayo, nos daba bases para sugerir su participacién en alguna funcién
espermitica. Para poder considerar una funcién general para la actina, en el
espermatozoide, su presencia en los gametos de otros mamiferos, seria un
requisisto. Por ello, se procedio a la identificacién de la actrina F en otras especies.

La actina F se detecté en los espermatozoides lavados del conejo, criseto, perro,
gato, rata, ratdn, gerbo y del hombre. Un patrén similar de fluorescencia fue observado
entre los gametos de las ocho especies. En todos, el flagelo presenté fluorescencia,
siendo mas fuerte en la regién del cuello y en la pieza media, y menos intensa en el
resto del flagelo, a lo observado en el del cobayo. La cabeza de los espermatozoides
de las ocho especies trabajadas también mostrd fluorescencia, aunque la intensidad
de la misma varié entre ellas (Fig. 3). Un exceso de faloidina sin marca (500 veces la
concentracitn de faloidina marca.da) afiadida antes de la incubacién con Ph-Rh, evit la
unién de Ph-Rh, siendo nula la fluorescencia, mostrdndose asi la especificidad de unién

a la actina F (Fig. 4).
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Fig. 3. Localizacién de actina F en los espermatozoides de varias especies de
mamiferos, tefiidos con Ph~Rh. Se observé un patrdn homogéneo de localizacién
en la regién del flagelo de todas las especies: a) conejo, b) ratdn, ¢) Rata,
d) criceto, e) perro, £) gato, g) gerbo y h) humano. 197x barra= 10 pm.
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Fig. 4. Espermatozoides de nueve especies de mamiferos pretratados con un
exceso de faloidina no marcada antes de tefiir con Ph-Rh. a) y b) Contraste de
fase: a) conejo (1), ratén (2), rata (3), criceto (4) cobayo (5); b) perro
(6), gato (7), gerbo (8) y humano (%) c) Tincién con Ph-Rh en competencia con
un exceso (500X) de faloidina sin marca. 197X. barra= 10um.
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DETECCION DE ACTINA F CON FALOIDINA-RODAMINA EN
ESPERMATOZOIDES DESMEMBRANADOS Y EN FLAGELOS PURIFICADOS DEL
COBAYO.

Para aclarar si la actina F observada en el flagelo del espermatozoide total
estaba asociada s6lo a la membrana plasmatica, o si estaba presente en otras estructuras
flagelares, se trabajé en espermatozoides desmem®ranados con el detergente Brij 36T
y en flagelos purificados, desmembranados por sonicacién.

Espermatozoides desmembranandos con Brij 36T. Por el tratamiento con Brij
36T, el espermatozoide del cobayo pierde la membrana plamética y el acrosoma
(Mujica, 1979). En los espermatozoides tratados con B'rij la pérdida del acrosoma fue
aparente (Fig. 5b) y la distribucién de la -actina en los espermatozoides
desmembranados fue igual a la observada en los espermatozoides con reaccién acrosomal
(compare la Fig. 5b con la 1d), tefiidos ambos con faloidina-rodamina. El flagelo del
espermatozoide desmembranado se veia fluorescente, quizd como adelgazado y la pieza
media siguié presentando mayor fluorescencia que el resto del flagelo (Fig. 5b). En la
cabeza del espermatozoide desmembranado, la actina se localiz6 en la regién
posacrosomal (Fig. 5b). La presencia de esta proteina en la regién posacrosomal
también se observé en los espermatozoides que han sufrido reaccién acrosomal (Fig.
1d). Parece asi, que en los espermatozoides carentes de acrosoma se hace evidente, por
tincién con Ph-Rh, actina F en un nuevo sitio, la regién posacrosomal, donde en
espermatozoides lavados no habia sido observada.

Flagelos purificados. Para obtener esta preparacién, los espermatozoides
estuvieron sujetos a sonicacién, un procedimiento dristico y posteriormente a un
gradiente de sacarosa. A pesar de ello, en estos flagelos se detecté la presencia de

actina F (Fig. 5d). Puede observarse la carencia de la membrana plasmatica, pero la



presencia ‘de:las restantes estructuras: (Fig. 5c),

,:j‘,Deb,ido‘a que el retiro de lyai‘,m b

céhcelé la interaccién de la Ph-Rh en el 'f]'&igﬁe]o,' 'pueide‘ 'con51dérar'sie“ la | préséﬁéia rde‘
. écfjné F en estructuras flagelares difergntés ala fneinbrana plasmatica. Este resultado
permite a su vez considerar, que la actina F podria estar implicada en un segundo
mecanismo de motilidad flagelar, quizd operando en unién con miosina. Para

sustentar esta sugerencia, analizamos la presencia de la miosina en el espermatozoide

total y especificamente en los flagelos (se describird posteriormente).

Fig. 5. Espermatozoides desmembranados y flagelos purificados,
tefiidos con Ph-Rh. a y c) Microscopia electrbnica de b y 4,
respectivamente. b))y d) Fluorescencia en espermatozoides
desmembranados por tratamiento con Brij 36-T y en d) flagelos
purificados. 197X.
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DETECCION DE ACTINA CON UN ANTICUERPO POLICLONAL.

Con el propésito de corroborar la presencia de la actina en las preparaciones
desmembranadas, la actina se detectd por inmunofluorescencia indirecta, utilizando un
anticuerpo policlonal. Las preparaciones trabajadas fueron: espermatozoide total,
desmembranado y flagelos purificados. .

Los resultados mostraron la presencia de actina en las tres preparaciones (Fig.
6). En general la fluorescencia fue bajay el patrén de distribucién de actina fue similar
al encontrado con faloidina-rodamina, en cada una de ellas. En la muestra de
espermatozoide total, el acrosoma y el flagelo se observaron fluorescentes; pero, la
pieza media no se delimité tan claramente (compare la Fig. 6b con la Fig. 1).

Los espermatozoides desmembranados con el detergente presentaron el flagelo
tefido; pero no fueron aparentes ni el limite de la pieza media, ni el cono
posacrosomal. El niicleo parece mas bien estar teilido en su parte apical, quiza,
correspondiendo a los residuos de acrosoma, visibles en el contraste de fase (Fig. 6b).

El flagelo purificado, tefiido con el anticuerpo anti-actina, present6 fluorescencia
a todo lo largo; aunque la piéza media tampoco fue tan aparente (Fig. 6f) a diferencia

de lo observado con la tincién con Ph-Rh (Fig. 5d).

29



Fig. 6. Inmunolocalizacidn de actina en espermatozoides lavados de conducto
deferente, incubado con anticuerpo policlonal anti-actina. a, © y e) Contraste
de fases: a) espermatozoide lavado; c) desmembranado con Brij 36T y e) flagelo
purificado. b, 4@ y f) Fluorescencia de a, ¢ y e, respectivamente. 197x

DETECCION DE MIOSINA POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA EN
ESPERMATOZOIDES COMPLETOS, EN DESMEMBRANADO Y EN FLAGELOS
PURIFICADOS.

La deteccion de miosina se realizd con un anticuerpo policlonal
anti-miosina, en espermatozoides obtenidos de los conductos deferentes del cobayo:

en los espermatozoides lavados, en los desmembranados por tratamiento con Brij 36 T;

asi mismo, en flagelos purificados por gradiente de sacarosa. En las tres preparaciones
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y'e] patron de locallzaclon de miosina (Fxg 7), fue 51m11a

'utlhzando el anticuerpo anti-actina, en muestras sxmllares (Flg 6

EI espermatozoide total presentd miosina en el acrosoma y en el ﬂagelor(Flg 7a) ’
En éste, la pieza media no se delimita muy claramente; sin- embargo, en el
flagelo purificado la pieza media estd mas teitida (Fig. 6c). Enlos espermatozoides
desmembranados con detergente, el flagelo esta tefiido de manera homogénea; la pieza
media no es mas fluorescente que el resto del flagelo. La cabeza parece mostrar residuos

de acrosoma y una fluorescencia residual (Fig. 6b).

Fig.7. Deteccién de miosina en espermatozoides completos e incompletos, por
inmunofluorescencia indirecta: a) espermatozoide lavado de conducto deferente,
b) desmembranado, c) flagelo purificado y d) control negativo, en el que se
omitié el primer anticuerpo 6 se empleo una IgG inespecifica.l197x.
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DETECCION DE ACTINA POR ELECTROFORESIS Y WESTERN-BLOT EN
PROTEINAS DE FLAGELO PURIFICADO DEL COBAYO.

La actina habia sido identificada por inmunoblot en las proteinas del
espermatozoide total purificado del cobayo (Moreno-Fierrosy col,, 1992). Hemos
presentado evidencia, de que la actina estd presente en los flagelos desmembranados.
Para poder hablar de un papel potencial de la actina en el flagelo del
espermatozoide del cobayo, consideramos importante corroborar a nivel bioquimico,
Ia presencia de dicha proteina entre las proteinas del flagelo desmembranado.

El patrén electroforético los flagelos puros desmembranados reveld, la presencia
de una proteina de 43 kD de peso molecular (Fig. 8a). En el patrén de proteinas
transferido a papel de nitrocelulosa se observé reaccioén positiva en la banda de 43 kD,
al hacer la inmunodeteccién utilizando un anticuerpo monoclonal anti-actina
(elaborado por la URIAM). La misma banda fue detectada con un segundo anticuerpo
monoclonal anti-actina (obtenido de Sigma), también fue revelada una banda tenue de
aproximadamente 30 kD. Es importante remarcar, que durante la solubilizacién de los
flagelos, purificados por gradiente de sacarosa, fue necesario el empleo de la mezcla
de inhibidores de proteasas: PMSF, TLCK. PHMB, NEM, leupeptina, PABA,
di-isopropilfluorofosfato y EDTA (véase Métodos), para evitar la degradacién de la
actina. En experimentos previos, en los que la extraccidn se realizé en presencia de sélo
tres inhibidores (PMSF, TLCK y PHMB), la inmunodetecci6n en blot revel6; ademiés
de una banda muy ténue de 43 kD, otras dos bandas de menor peso molecular
(aprox. 20 kD y 30 kD), que al parecer son productos de degradacion de actina; ya

que fueron reconocidos por los anticuerpos monoclonales.
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a b ¢ d e f

Fig. 8. Presencia de actina en el patrén electroforético de
proteinas de flagelos puros desmembranados por electroforesis
(PAGE-SDS, acrilamida al 10%) y Western-blot . a) Marcadores de
bajo peso molecular (kD); b) patrdn de protefnas flagelares, tefiidas
con azul de Coomassie; c¢) actina purificada de misculo de cobayo
tefiida con azul de Coomassie. Inmunolocalizacién: d) actina muscular
de cobayo; e) y f) extracto de proteinas flagelares. En e) =se
utilizé un anticuerpo monoclonal elaborado por la URIAM en f) el
anticuerpo monoclonal Sigma (Clona 1A4).

DETECCION DE MIOSINA POR ELECTROFORESIS Y WESTERN-BLOT EN
EXTRACTOS DE ESPERMATOZOIDES PURIFICADOS DEL COBAYO.

No existe en la lituratura, comunicacién respecto a si la miosina esta presente
entre las proteinas del espermatozoide del cobayo. Nuestros resultados mostraron, que
la célula espermética da reaccion positiva al anticuerpo anti-miosina. Para corroborar
decidimos identificarla a nivel bioquimico en las proteinas del espermatozoide purificado,
por un gradiente de Percoll (Moreno-Fierros ef al, 1992). El patrén de bandeo de las
proteinas del espermatozoide intacto purificado mostré Ja presencia de una proteina de

alto peso molecular de aproximadamente 200 kD (Fig. 9).
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Utilizando antijcuerpo policlonal anti-miosina, en el patrén de proteinas
espermaticas transferido a papel de nitrocelulosa, se observé reaccién positiva en tres
bandas. Una de peso molecular alto, de aproximadamente 200 kD, otra de
aproximadamente 90-110 kD y la tercera muy fuertemente tefiida, de 66 kD (Fig. 9d).
Al igual que para la deteccién de actina, durante la solubilizacién de los
espermatozoides, fue utilizada una mezcla de inhibidores de proteasas (véase Métodos),
para evitar la degradacién de la proteina, ademas se siguieron varios esquemas de

solubilizacién, como el empleo de fijacién de Carnoy (Conti et al,, 1988); a pesar de ello,

aparentemente la degradacién de la miosina no pudo ser evitada.
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Fig.9. Presencia de miosina en espermatozoides purificados. a) y c)

Marcadores de alto peso molecular (kD), b) patrén electroforético de
proteinas, tefiidas con azul de Coomassie, y d)imnunolocalizacién de miosina.

LOCALIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE ACTINA Y MIOSINA EN
ESPERMATOZOIDES DEL COBAYO.

Para tener una correlacién entre estructura y funcién de las proteinas contractiles
actina y miosina,  detectadas por meétodos bioquimico, e inmunol6gico en ‘el
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espermatozoide, se procedié a su deteccién a nivel ultraestructural. El reconocimiento
de las estructuras espermaticas especificas donde se localizan la actina y Ia miosina,
se realiz6 en muestras de espermatozoides totales, en desmembranados y en flagelos
purificados. Se procedié a trabajar las diferentes muestras en inclusién en resina
LR-white y la posterior inmunolocalizacién de actina y miosina en cortes finos con
anticuerpos mono y policlonales especificos y proteina A-oro coloidal, obteniendeose los
signientes resultados:

Actina en la cabeza espermdtica.- En la cabeza del espermatozoide intacto asi
como en la de los desmembranados se detecté la presencia de actina en el material
nuclear y en la regidén perinuclear, probablemente la teca perinuclear. En la
micrografia (Fig. 10a) se muestra la marca de oro en un corte longitudinal del niicleo
de un espermatozoide, y en subestructuras flagelares, en éstas el anticuerpo
monoclonal utilizado también reconoci6 actina, aunque no en la misma proporcidn, que
la mostrada en el micleo; como se observa por la poca reactividad en las fibras
gruesas (Fig. 10a). En la Fig. 10b se muestra el reconocimiento de actina, por un
anticuerpo policlonal en una cabeza de espermatozoide desmembranado. Al igual que
con el anticuerpo monoclonal, la marca de oro se encontrd en el material nuclear y en
la regién perinuclear. Por alguna razén, tal vez la metodologia empleada (utilizacién
de resina LR White), no se observaron acrosomas en las muestras de espermatozoides

totales.
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Fig. 10. Inmunolocalizacidn ultraestructural de actina
en espermatozolde del cobayo.En a) el anticuerpo
utilizado fue un monoclonal y en b) un policlonal.
Actina en el flagelo.- En el flagelo se observé actina, Ja cual fue detectada con
el anticuerpo policlonal y proteina A-oro (ver Métodos) la marca se presento a nivel de

las mitocondrias, fibras gruesas y capa fibrosa (Fig 11).
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En un corte sagital de la pieza media, se observé marca en las mitocondrias, y
en la capa fibrosa (Fig. 11a). Las particulas de oro coloidal, que se presentaron fuera
del corte del flagelo, aparentemente no se tratan de marca inespecifica, ya que ellas
se encuentran sobre residuos, posiblemente membrana plasmatica, y mientras que en
otras regiones, ambas estdn ausentes (compare Fig. 11a vs 11b). En un corte longitudinal
del flagelo, la marca de oro en las fibras gruesas fue aparente mientras que en las
costillas de la capa fibrosa fue escasa, (Fig. 11b). Sin embargo a nivel de un corte
transversal de pieza principal, fue muy aparente la presencia de la marca de oro en la

capa fibrosa, tanto en las costillas como en las columnas de esta estructura (Fig. 11c).

Se realiz6 ademas la deteccion de actina en los flagelos de muestras de
espermatozoides desmembranados, por tratamiento con Brij 36T y en flagelos purificados
carentes de membrana. Los resultados fueron similares a los mostrados para los

espermatozoides totales.

Se realizaron dos tipos de controles negativos, uno en ausencia del primer
anticuerpo y otro con IgG preadsorbida en una columna de sefarosa-actina. Ambos
dieron resultados negativos. La deteccidén de la actina con el anticuerpo policlonal en

miisculo de cobayo se muestra en la figua 11d.
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Fig. 11. Localizacién ultraestructural de actina en el flagelo
espermitico. a) En mitocondrias; b) fibras gruesas; ) capa fibrosa
y d) control positivo (misculo del cobayo).

Miosina en la cabeza espermitica.- Los espermatozoides totales incluidos en
la resina LR White, no mostraron acrosoma ni membrana plasmitica aparente. La
distribucién de miosina en la cabeza fue similar a la detectada para actina siendo
aparente en el material nuclear y en la region perinuclear (Fig. 12a). En el material
perinuclear la marca de miosina fue mas abundante en el borde externo. En la regién
posacrosomal casi no se observd marca de miosina (Fig. 12b). Los niicleos de las
muestras de espermatozoide total y de los espermatozoides demembranados,

presentaron una distribucién similar de miosina.
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Miosina en el flagelo.- El flagelo mostré6 una marca escasa de miosina. La
proteina fue localizada en las mitocondrias, en las fibras gruesas y en la capa fibrosa;

tanto en las costillas como en las columnas (Fig. 13 a-d).

Se realizaron dos tipos de controles negativos, uno en ausencia del primer
anticuerpo y otro con una IgG inespecifica, ambos dieron resultado negativo. Un control
positivo para miosina fue el misculo de cobayo incluido en la resina LR-white; la
deteccién posteriorde la proteina se hizo con el anticu.erpo policlonal, el cual mostrd
baja afinidad como puede observarse, (Fig. 12c). Este resultado puede explicar la baja

afinidad que en general, el anticuerpo también mostré por las estructuras espermaticas.
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Fig. 12. Inmunodeteccidn ultraestructural de miosina en la cabeza espermiatica,
con anticuerpo policlonal. a) Espermatozoide total, b) desmembranade y <)
control positivo (misculo de cobayo).
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Fig. 13. Inmunolocalizacién ultraestructural de miosina

en el flagelo del espermatozoide, con anticuerpo

policlonal. a) En mitocondria; b) fibras gruesas; c)

capa fibrosa y costillas y 4) columnas segmentadas.
EFECTO DE LA CITOCALASINA D SOBRE LA REACCION ACROSOMAL.

Las muestras tratadas con Cit-D (véase Métodos) presentaron un niimero mayor

de espermatozoides con reaccién acrosomal (valorada cualitativamente) asi como una
mayor pérdida de acrosomas, al ser comparadas con sus respectivos controles (Tabla 1).

El tiempo de presentacién de la RA no fue afectado por Cit-D, ya que ocurri6 al

mismo tiempo de incubacién, en el controly en la muestra tratada.
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En la Tabla 1, se presentan los datos de 3 experimentos donde el farmaco
estuvo presente desde la extraccién. En otra serie de 3 experimentos los espermatozoides
se dejaron en NaCl-Cit-D 10 pM (el control en NaCl) durante 120 min a 37°C (en el
segundo lavado) y enseguida se incubaron en MCM con y sin Cit- D, respectivamente
(Tabla 2). La presentacién de la RA fue simultinea y temprana, ya que a los 40 min de
incubacién era alta. Los resuitados en conjunto sefialan, que la presencia de Cit-D
resulta en un mayor niimero de espermatozoides con RA, independientemente del
protocolo seguido.

Tabla 1. EFECTO DE LA CITOCALASINA-D SOBRE LA PERDIDA DE

ACROSOMAS.
Tiempo de incubacién en MCM-PL (minutos)
18 30 45 0 90
% de pérdida de acrosomas

Control 45 1400 47 12+00 16 = 0.0

2 6] @
Citocalasina-D* 64 35256 71 S51%198 62=%212

) @ @

La incubacién se realizé a una concentracién menor de 5x10° espermatozoides/ml. *La Cit D(10 uM) estuvo presente desde la
ién de los esper ides hasta el tiempo de incubacién en MCM, seiialado en cada caso (nimero de experimentos)

Tabla 2. EFECTO DE CITOCALASINA-D EN ESPERMATOZOIDES INCUBADOS
POR TIEMPO PROLONGADO EN NaCl Y SU EFECTO EN LA
PERDIDA DE ACROSOMAS.

Tiempo de incubacién en MCM-PL (minutos)

10 45
% de pérdida de acrosoma
CONTROL 19 3424
3)
Cit-D* 51 71 %5
@
Los esper ides fueron id en Cit-D (10 uM) por 120 min; antes de ser transferidos al MCM-PL-Cit-D, para su
incubacién. El control fue jado p ia de cit-D * p <0.0005 (numere de cxperimentos).
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Fue indispensable distinguir, si el mayor porcentaje de espermatozoides con
reaccién acrosomal o sin acrosoma era debido al efecto de la Cit-D, y no una
consecuencia de la dilucion de los gametos. Para ello, los espermatozoides se
manejaron a dos concentraciones celulares diferentes en NaCl, la primera, a una
concentracién celular aproximadamente igual a la concentraciéon de la muestra de
espermatozdides en Cit-D (5X10° células/ml) y, la segunda, a menor concentracién
(3X10%élulas/ml). Los resultados de estos experimentos mostraron, que no hubo
diferencia entre las dos diluciones en el comportamiento de los espermatozoide con

respecto a la pérdida de acrosomas (datos no mostrados).

FLUORESCENCIA DADA POR FALOIDINA-RODAMINA EN ESPERMATOZOIDES
INCUBADOS A BAJA CONCENTRACION EN PRESENCIA DE CITOCALASINA D.

El tratamiento de los espermatozoides a baja concentracién durante 2 horas,
tanto en NaCl con Cit-D como en NaCl solo, aparentemente disminuyé su capacidad de
unién a Ph-Rh. La fluorescencia que se observé en ellos fue baja, comparada con
la presentada por los espermatozoides que fueron de inmediato lavados y fijados. Sin
embargo, debemos indicar, que las observaciones no fueron consistentes, ya que en varias
laminillas preparadas de una misma muestra, la tincién fue variable de laminilla a
laminilla y en ocasiones no se veia diferencia de fluorescencia con los espermatozoides
lavados y fijados de inmediato (datos no mostrados).

Una observacién consistente en estos experimentos fue, que los espermatozoides
incubados a 37°C a baja concentracién celular (con y sin Cit-D) perdian su motilidad,
pero la readquirfan al ser transferidos a un medio con sustratos (MCM-PL). La motilidad

se presentaba en los primeros diez minutos de su transferencia. El niimero de
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espermatozoides y el vigor de la motilidad readquirida variaban de muestra a muestra.
Ademis en general, ambos pardmetros eran mejores, si los espermatozoides permanecian
inmétiles, por tiempos no muy prolongados, antes de la reactivacién. Se tifieron con Ph-
Rh, laminillas de espermatozoides antes y después de su reactivacién. Igual a lo
anteriormente seiialado, la fluorescencia presentada por los espermatozoides en

diferentes laminillas, de una misma muestra, no fue consistente (datos no mostrados).
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DISCUSION

La presencia de actina F ha sido descrita en la cabeza de las espermatidas del conejo
(Welch y O’Ran, 1985), ardilla (Volg ez al, 1986), rata (Masri et al, 1987) y cobayo
(Halenda er al, 1987). Asi mismo se ha comunicado, que ocurre una despolimerizacioén de
la actina F a actina G durante las etapas tardias de 1la espermiogénesis, debido a la no
deteccién de actina polimerizada en los espermatozoides testiculares, asi como en los
epididimales (Fouquet et al, 1989,1990).

En los espermatozoides lavados del cobayo, obtenidos de los conductos deferentes,
Moreno-Fierros (1989) mostré la presencia de actina F y comunicé ademds observar una
menor fluorescencia, dada por faloidina-rodamina, la sonda especifica para actina F; cuando
los espermatozoides eran fijados recién obtenidos, de los conductos, sin lavado previo. Estas
observaciones abrian la posibilidad para el estudio de las condiciones que llevaran, a la
posible polimerizacién de la actina en los espermatozoides. Sin embargo, al mejorar la
técnica de fijacion-permeabilizacidn en este trabajo, se aclard, que los espermatozoides
recién obtenidos mostraban el mismo grado de fluorescencia de actina F, que después de
lavados.

De los resultados anteriores surgi6 la siguiente pregunta ¢Se polimeriza Ja actina en
el espermatozoide del cobayo durante su maduracién? Los resultados mostrados en la Fig.
2 indican, que el espermatozoide epididimal ya tiene actina polimerizada y que el patrén de
distribucién, de esta forma de actina, es igual a la mostrada por el espermatozoide no
capacitado (lavado en NaCl) y en los capacitados por incubacién en MCM. Nuestros

resultados no concordaron con los comunicados por Halenda y col. (1987), quienes no
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lograron detectar actina F en los espermatozoides epididimales.

La discrepancia entre nuestras observaciones y lo comunicado por Halenda y
colaboradores, puede atribuirse al esquema diferente de tincion con la sonda para actina F.
Ellos utilizan p-formaldehido, a una concentracién final de 4%. Esta condicién tnica
aplicada a nuestro esquema, dié una menor fluorescencia, pero detectable. Halenda y col.
permeabilizan y tifien simultineamente a las células y la concentracién de faloidina-
rodamina por ellos empleada, es un tercio de la utilizada por nosotros. Esta condicién
analizada en nuestro sistema, también nos dié menor fluorescencia. Al utilizar su sistema
completo, nosotros como ellos, no obtuvimos fluorescencia. Aparentemente contamos con
una técnica capaz de detectar actina F, en espermatozoides del cobayo, en los cuales aiin
la presencia de actina estaba en debate.

Los espermatozoides de todas las especies estudiadas de mamifero contienen actina
(Clarke y Yanagimachi, 1978; Flaherty ez al, 1988), y la distribucion de la proteina, en dicha
célula, se considera ser especifica de especie (Fouquet y Kann, 1992) y ademas, se sugiere
que estd presente como actina monomérica (G) (Virtanen ez al, 1984). En general a la
actina monomérica no se le ha atribuido, en la célula, una funcién. Se conoce que es capaz
de unirse a la DNAsa I e inhibir su actividad (Reisler, 1993), también se une a proteinas
(proteinas que se unen a actina o ABPs), algunas de las cuales regulan la poza de actina G
(Weeds y Maciver, 1993). Asi, s6lo a la actina polimérica se le reconocen funciones
biolégicas (Korn, 1987) y en células no musculares, existe un proceso continuo de
polimerizacién-despolimerizacién, involucrado en una amplia variedad de fendmenos

biologicos.
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En este trabajo se corroboré la presencia de actina F en los espermatozoides del
cobayo. En espermatozoides de algunas especies, ya se habia observado la presencia de la
actina en su forma polimérica. En la cabeza del espermatozoide de ratones de campo, en
una estructura especifica (Flaherty, 1983; Breed, y Leigh, 1992) y en los espermatozoides del
cerdo (Saxena et al, 1986; Peterson et al, 1990). Aqui, aplicamos en otros espermatozoides
de mamiferos, la metodologia utilizada para el del cobayo. En la Fig. 3 se mostré la reaccién
positiva, que cada tipo de espermatozoides presenté con la faloidina-rodamina. Esto
evidencid la existencia de un patron homologo, de localizacién de la actina F, en las ocho
especies, entre siy con los espermatozoides del cobayo. Estos resultados no concordaron con
lo comunicado por un gran nimero de autores (Welch y O’'Rand, 1985; Flaherty et al,
1986; Halenda et al., 1987), quienes no logran detectar actina F en los espermatozoides de
un gran nimero de especies de mamiferos.

El patrén de actina F es consistente para el flagelo de las nueve especies. La actina
se presentd a todo lo largo de la estructura y fué mdis evidente en la zona de unién entre
flagelo y cabeza y en la pieza media. En las Gltimas ocho especies trabajadas, la actina F
también fué observada en la cabeza espermatica. La posibilidad de distinguir la localizacién
de la actina F en las estructuras especificas, como en el acrosoma, es limitada por el tipo
de metodologia y por el tamaio mismo de la estructura.

La presencia y localizacién de actina F en un patrén comiin, en el flagelo de las
nueve especies de espermatozoides aqui estudiadas, nos permiten sugerir una posible
funcién de la actina en el flagelo y apoyar la posible participacién de la actina en distintas

funciones espermaticas (Escalier, 1984). Para establecer una posible funcién para la actina
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y validar la propuesta en la investigacion, sobre el reconocimiento de la localizacién de la
actina en las estructuras espermaticas especificas, para poder inferir y posteriormente
reconocer el papel, que 1a actina podria estar jugando en el flagelo, consideramos primordial
el establecer cuales estructuras flagelares contenia a la proteina. Bajo estas consideraciones,
seleccionamos al espermatozoide del cobayo, como el modelo para la investigacion de la
localizacién de la actina F, en las estrucuturas ﬂaéelares.

a) Actina F. La fluorescencia dada por Ph-Rh en los flagelos, desmembranados de
manera mecéinica (Fig. Sb) o por el tratamiento con el detergente no iénico (Fig. 5d), nos
permite indicar la existencia de la actina en su forma polimerizada en estructuras flagelares,
diferentes a la membrana plasmatica. La presencia de actina F en >esta estructura no fue
investigada.

b) Actina. La presencia de actina en el flagelo desmembranado y purificado fué
confirmada, por la reaccién positiva con un anticuerpo policlonal anti-actina, de misculo de
pollo. Aunque el anticuerpo reconoce tanto a la actina F como a la G, el patrén de
fluorescencia que se observé (Fig, 6b, d y f) fue menos definido, que ¢l obtenido con Ph-Rh
(Fig. 5d y d) creemos, que lo anterior se deba al inmunégeno contra el que fué preparado
el anticuerpo anti-actina (actina de ave) ya que cuando Moreno-Fierros (1989) empled u;l
anticuerpo contra la actina del misculo del cobayo, el patrén de reconocimiento fue igual
al dado por Ph-Rh. Una evidencia contundente de la existencia de actina en el flagelo es
1a reaccién positiva (a dos anticuerpos monoclonales) de una banda de 43 kD, de las
proteinas provenientes de los flagelos puros desnudos (Fig. 8). Uno de los dos anticuerpos

empleados, el elaborado por URIAM ha sido capaz de reconocer actina en las proteinas

48



del frijol (Pérez, 1992) y en las de amiba (comunicacién personal).

La técnica de inmunodeteccién de actina posembebido de la muestra en la resina
LR-white, mostré la presencia de actina en varias estructuras del flagelo: en la mitocondria,
en las fibras gruesas y en la capa fibrosa; tanto en las columnas como en las costillas de esta
estructura (Fig. 11). Esto confirmé las observaciones relativas a una fluorescencia a lo largo
del flagelo (dada por Ph-Rh o por inmunofluorescencia indirecta). Los resultados de la
localizacién ultraestructural de actina no podemos correlacionarlos con las observaciones
realizadas por otros autores, para la deteccién ultraestructural de actina en espermatozoides
epididimales de varias especies: conejo, hombre, cn<ets , toro (Flaherty et al, 1988), cerdo
y topo (Lora-Lamia et al, 1986) debido a que dichos autores no sefialan la presencia de
actina en el flagelo espermaético, sélo describen y muestran su presencia en la cabeza del
gameto. Alimuller (1988) comunicé la presencia de actina en el flagelo del espermatozoide:
en las fibras gruesas del gameto testicular de rata. Fouquet y Kan, 1991, 1992) observaron
actina en el espermatozoide epididimal del hdmster, en la capa fibrosa y en las mitocondrias,
y en el del ratdon (Fouquet y Kan, 1992), en la capa fibrosa. Para el espermatozoide de
conducto deferente del cobayo, no encontramos en la literatura alguna comunicacion, a nivel
ultraestructural, referida a la deteccién de actina.

En este trabajo, las evidencias mostradas parecen indicar con claridad la presencia
de actina en estructuras flagelares especificas y probablemente se trata de actina F.

En el espermatozoide de los mamiferos tanto la presencia de actina, como la de la
miosina ha sido investigada por otros autores (Campanella ez al, 1979; Tamblyn, 1981;

Virtanen er al, 1984). Lo anterior obedece a que un sistema contractil actina-miosina fue
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sugerido muy tempranamente (Burnasheva, 1958, Young y Nelson, 1968 y Philaja y Roth,
1973) y no confirmado hasta ahora. Los resultados que obtuvimos sobre la presencia de
actina F en el flagelo del espermatozoide del cobayo, nos motivaron a la bisqueda de la
presencia de la miosina, como un candidato a participar en conjunto con la actina en
algunos aspectos de la motilidad flagelar.

La deteccién de la miosina, utilizando anticuerpos policlonales especificos, mostrd
tanto por inmunofluorescencia indirecta como a nivel ultraestructural, la presencia de
miosina, en los mismos sitios en los que se localizé a la actina, por ambas técnicas. Estos
resultados mostraron asi, una colocalizacién de ambas proteinas. Lo anterior permite
sugerir una funcién flagelar, que involucre a ambas proteinas la miosina y a la actina.

La citocalasina D forma parte de un grupo de metabolitos fiingicos permeables a la
membrana celular, que al unirse al extremo barbado de microfilamentos, inhiben la
asociacioén y disociacién de monémeros de actina a dicho extremo (Cooper, 1987). Se ha
demostrado que las citocalasinas inhiben la motilidad celular (Goddette, 1986).

El incremento en pérdida; de acrosoma, observado por efecto de la citocalasina D
Tablas 1 y 2, apoya la sugerencia de Moreno-Fierros et al, (1992), sobre la posible
participacién de la actina en la reaccién acrosomal. La proposicién estaria apoyada por la
presencia de actina F en la regién acrosomal, confirmada en este trabajo. En la literatura
se sugiere, la presencia de un citoesqueleto submembranal cuya funcién, se considera sea,
la determinacién de dominios de la superficie espermética (Eddy, 1988); asi, 1a presencia de
actina F como un componente de este citoesqueleto submembranal (membrana plasmitica)

es factible.
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La estructuracién de un citoesqueleto de actina en la regién posacrosomal de los
espermatozoides del cobayo, que sufrieron reaccién acrosomal (Moreno-Fierros et, al 1992).
Jamil (1984b) mostré la organizacién inducida por la proteina S-1 de la meromiosina pesada,
de un complejo citoesquelético de actina, en la regién posacrosomal de los espermatozoides
del ser humano, tratados con Ca?* y A23187. La localizacion del complejo, Jamil la refiere
a la membrana plasmética. La presencia de actina F (detectada por Ph-Rh) en la regién
posacrosomal, de los espermatozoides desmembranados con Brij indica que se conforma un
citoesqueleto de actina y que se localiza en el material perinuclear posacrosomal, aunque
no puede excluirse la estructuracién de microfilamentos en membrana plasmatica.

Jamil (1984a) describié la participacién de la actina nuclear en la descondensacién
de la cromatina. Esta propuesta no la hemos vista confirmada. Tampoco tenemos
conocimiento de evidencias en la literatura, que presenten a la actina en la matriz del nicleo
espermdtico. En los cortes del niicleo de los espermatozoides del cobayo incluidos en LR-
white, la actina fue claramente reconocida por dos anticuerpos especificos (mono y
policlonal). No nos parece que la actina presente sea residual, mas bien propondriamos, que
debe ser funcional y el hecho de haber observado también miosina en la matriz nuclear,
apoyaria la suposicién de que se trata de proteinas funcionales.

Los resultados de la localizacién de miosina en el espermatozoide del cobayo,
utilizando un anticuerpo policlonal (Sigma), mostraron co-localizacién de la miosina con
actina, tanto en el niicleo como en el flagelo. La co-localizacion de la miosina con actina ya
habia sido descrita en los espermatozoides del hombre por Campanella y col. (1979). La

ocurrencia de ambas proteinas, en las mismas estructuras fue indicada también por el
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analisis ultraestructural (Fig. 10 y 12). Con este método observamos la presencia abundante
de miosina en el material perinuclear (Fig. 12a y b), a pesar de que en su control positivo,
con tejido muscular (Fig. 12c), la reactividad no fue muy alta.

La presencia de miosina en el espermatozoide total purificado, fue indicada por la
presencia de una band:; (Mr) de alrededor de 220 kD y posteriormente confirmada en el
inmunoblot por la reactividad positiva, al anticuerpo anti-miosina. Las bandas, de menor
peso molecular, detectadas con el anticuerpo anti-miosina, podrian atribuirse a productos
de degradacion, de la miosina. Sin ambargo, no se descarta la presencia de miosinas no
convencionales (Mooseker, 1993, Titus,1993); en general, de menor peso que la miosina
convencional. »

Todavia menos conocida, que para la actina, es la funcién de la miosina en el
espermatozoide. Para la miosina, que co-localiza con actina en la regién subacrosomal del
espermatozoide del hombre, Capanella y col. (1979) proponen, que mediante una actividad
contractil  participen en la reaccién acrosomal, o durante etapas subsecuentes de la
fertilizacién. En el espermatozoide del cobayo, la presencia de ambas proteinas en el
material perinuclear apoya el que ellas pudieran llevar a cabo las funciones propuestas por
Campanella. Por su presencia en el flagelo, quisieramos proponer, que ambas proteinas
podrian estar iﬁxplicadas en un mecanismo adicional de motilidad flagelar, que llenaria los
requerimientos de un segundo mecanismo, sugerido por Lindemann y col. (1988).

El sistema tubulina-dineina, que forma parte del axonema o aparato motor flagelar
no estd en discusidn. La pregunta que ha sido planteada varias veces es, si este solo

mecanismo puede llevar a cabo los diferentes patrones de movimiento, que presenta el
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espermatozoide de los mamiferos; ejemplo, la motilidad hiperactivada. Las estructuras
fibrosas voluminosas presentes en los flagelos de estos espermatozoides han sido postuladas
méis como impedimentos estéricos resilentes, que como elementos contréctiles, que
coadyuven en la flexién pronunciada, que en ocasiones presenta el flagelo a nivel de la
pieza media. Existe la propuesta de la no participacién activa de las fibras gruesas y de la
capa fibrosa en la motilidad flagelar, con base en los resultados negativos, de la presencia
de proteinas contréctiles en el flagelo espermitico (Lindemann y Kanous, 1989).

Lindemann y col. (1987, 1988) proponen la participacién de un segundo mecanismo
en el movimiento flagelar espermético. Ellos observan en el espermatozoide desmembranado
de la rata, una curvatura pronunciada a nivel de la pieza media en respuesta a una
concentracién elevada de Ca’* en el medio. La curvatura que ellos denominan como
curvatura reversa, no es bloqueada por la presencia de vanadato, un inhibidor de la dineina.
El sitio de curvatura maxima, la pieza media, es la regién del flagelo en donde las fibras
gruesas presentan su mayor didmetro.

En este trabajo se mostrd la presencia, en la capa fibrosa y en las fibras gruesas del
espermatozoide del cuyo de dos proteinas contréctiles: la actina, y la miosina; detectadas por
métodos inmunoldgicos por microscopia de fluorescencia y electrénica asi como de Western-
blot y a nivel, bioquimico. Ambas proteinas son elementos adicionales muy importantes a
considerar, en relacién al movimiento espermético, por lo que se abre la posibilidad de la

participacién de ambas el movimiento del flagelo, del espermatozoide de los mamiferos.
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CONCLUSIONES

@ Los espermatozoides del conducto epididimal, independientemente de su grado de
maduracién, ya tienen actina en estado polimerizado y su patrén de localizaciéon no
difiere entre ellos, ni con el mostrado por el espermatozoide, obtenido del conducto

deferente.

@ En los espermatozoides de las nueve especies de mamifero estudiadas (raton, rata,
criceto,gerbo, conejo, cobayo, gato, perro y hombre) existe un patrén comiin de
distribucion de actina F, ya que todas la muestran a lo largo del flagelo, asi como la

presencia de actina F en la cabeza del espermatozoide de las nueve especies

. Existe actina en los flagelos desmembranados del espermatozoide del cobayo y al
menos parte de esta actina se encuentra como actina F.

@ Las mitocondrias, las fibras gruesas y la capa fibrosa contienen actina.

@ La miosina estd presente en e} espermatozoide del cobayo.

@ Existe una co-localizacién de la miosina con la actina en el flagelo desmembranado

del espermatozoide del cobayo (mitocondrias, fibras gruesas y capa fibrosa).

® Las proteinas, actina y miosina estan presentes en el material perinuclear.

@ La matriz nuclear también tiene actina y miosina.

@ La presencia de citocalasina D durante el manejo de los espermatozoides y su

incubacién en MCM produce una mayor proporcién de espermatozoides con reaccién

acrosomal y pérdida de acrososmas.
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