
FACULTAD DE CIENCIAS 

ESTUDIO DE LOS FACTORES DEL PLASMA SEMINAL 

QUE CAUSAN iNHIBICION DE LACAPACITACION 

ESpÉRMATICA"EN CERDO 

T E s· 1 s 
PARA OBTENER EL GRADO DE 

MAESTRO EN CIENCIAS 

p R E 

EDMUNDO 

MEXICO, D. F. 

S E N 

[BONILLA_ 

T A 

QONZALEZ 

MAYO DE 1995 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



Esta tesis se realizó en el laboratorio de Biología Celular, 
Departamento de Ciencias de la Salud, 

Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa, 
con la Dirección del Dr. Miguel Betancourt Rule. 



,. 

ESTE TRABAJO FUEPARCIALMENTE FINANCIADO 

' POR CONÁC:Y.T . 

(Clave 1505-M9207) 



DEDICATORIA. 

A mis padres: Luz María González y Edmundo Bonilla 
Su "dasita" los adora. 

A May,J\lfarco, Gary,: Hémán y Eisa, 

A Laura Hemández, 
con mucho amor. 

por la alegria y el orgullo, de ser su hermano. . . 



AGRADECIMIENTOS 

Al Dr. Miguel Betancourt Rule, por su amistad, apoyo y 
guía para la realizacion del presente estudio. 

A mis compafteros del laboratorio de bioogfa celular, por 
hacer que el trabajo en la universidad sea, además de 
interesante, agradable. 

Al Maestro Ernesto Rodríguez. Siempre te agradeceré el 
haberme invitado a formar parte de la UAMI. 

A los Doctores Mario Altamirano, · Manuel González, 
Concepción Gutiérrez, Ornar Hemández, Isabel Melendro, y 

. Adela Mujica, por su amable ayuda en la revisión de la tesis y 
sus valiosas sugerencias. 

A la Granja experimental porcina Zapotitlán, de la FMVZ 
de la UNAM, por proporcionamos el material biológico 
indispensable para este trabajo. 



"De vez en cuando, la vida nos besa en la boca 
y a colores se despliega, como un atlas; 

nos pasea por las calles en volandas 
y nos sentimos en buenas manos. 

Se hace de nuestra medida, coge nuestro paso 
y saca un conejo de la vieja chistera; 

y uno es feliz, como el niño cuando sale de la escuela. 

De vez en cuando, la vida toma conmigo café 
y está tan bonita, que da gusto verla; 

se suelta el pelo, y me invita a salir con ella a escena. 

De vez en cuando, la vida se nos brinda en cueros 
y nos regala un sueño tan escurridizo, 

que hay que andarlo de puntitas, para no romper el hechizo. 

De vez en cuando, la vida afina con el pincel, . 
se nos eriza la piel y faltan palabras para nombrar lo que ofrece, 

a los que saber usarla. 

Y de vez en cuando, la vida nos gasta una broma: 
y nos despertamos sin saber qué pasa, 

chupando un palo, sentados sobre una calabaza." 

J. M. Serrat 



RESUMEN 

En el plasma seminal de algunas especies se han reportado factores, principalmente 

de tipo glucoprotéico, que mantienen a los espermatozoides incapaces de fertilizar, y 

que por tanto han sido llamados "factores descapacitantes". El campo de estudio de 

estos factores se ha vuelto amplio dado que, al parecer, existe más de un factor 

descapacitante por especie. 

En el caso del cerdo, modelo animal utilizado en el laboratorio de biología celular 

de la UAM-I para estudiar la fertilización en mamíferos, la participación de este tipo de 

factores no ha sido reportada. Es por ésto que el objetivo del presente trabajo fue 

determinar la presencia, y realizar una caracterización inicial de los factores del plasma 

seminal porcino, en particular de aquellos que mantienen a los espermatozoides 

infértiles a causa de un impedimento para realizar la reacción acrosomal. 

Los e~permatozoides se lavaron por centrifugación para retirar el plasma seminal, y 

se incubaron en el medio de capacitación T ALP durante 4 h. a 37°C. El plasma seminal 

fue cenlrifugado, filtrado a traves de membranas de 0.22 µm, y mantenido en 

congelación mientras los espermatozoides fueron capacitados. Al término de 4 h. de 

capacitación, se adicionó el plasma seminal a los espermatozoides, y se incubó durante 

45 mio. adicionales. 

El porcentaje de ~sp¿'~~tozoi,des capacitados ~ inicio y final del periodo de 

capacitación, así como c:l~spÜés ci~' 4S ~in cle:i~cubacÍón ~¿¡¡plasma .~~al,' ~e evaluó 
~, • ••• -- • -· •q • ' , '. , • ,, ' -' :· .• • - ••• • ' • •, • ' • • 

agregando zona p~lúcici~ sól~bilízacla .P~a hiciuéir lá reacción ª~;6~6"ma1, con la premisa' 
. __ :.·. ~ - .' .. : '--- ·- ·-· . - --· --;_:~ ,- ----- ·-··_. - .:---.,•- ·---. ; ._;. :,: . 

de que sólo ¡()5 esperÍn~ÍozoÍdcs capacitados pueden llevar a cabo ,dicha reacción. 
- , . . " . - ·. .. . \ 



El estado del acrosoma de los espermatozoides se evaluó mediante tinción con una 

lectina conjugada a fluoresceina, en un microscopio de epifluorescencia. 

Los resultados de este ensayo mostraron que la adición de plasma seminal a 

espennatozoides capacitados, causa un impedimento para que éstos desarrollen la 

reacción acrosomal, equivalente al que muestran los espennatozoides antes de ser 

capacitados, indicando la presencia de factores descapacitantes. 

Para determinar el peso molecular aproximado de los factores, se efectuó un 

fraccionamiento del plasma seminal mediante membranas de exclusión molecular de 

10, 30, 50, y 100 kDa, y se evaluó el poder descapacitante de cada una de las cinco 

fracciones obtenidas. En este caso, sólo se observó efecto descapacitante con Ja 

fracción del plasma seminal con peso molecular superior a los 100 k:Da, y el efecto· 

fue dosis-dependiente. 

En el presente estudio también se determinó que el factor descapacitante del 

plasma seminal del cerdo es de naturaleza protéica, dado que· su tratamiento con 

tripsina ariula su .efecto descapacitante. 

Se concluye que en el.plasma seminal·del':éerdo existen factores descapacitantes 
.. ~: . "·,· '' . ·. . ' : .. 

que causan inhibición ·de . la· reacCióií: aérósomal espermática, con peso molecular 

superior a los 100 kDa, y de.riaturaleza proieica: 
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INTRODUCCIÓN 

FERTILIZACIÓN. 

En el proceso de la fertilización, los gametos femenino {ovocito) y masculino 

(espermatozoide) se ponen en contacto y sus núcleos haploides se fusionan para 

restaurar el número cromosómico característico de la especie, y dar origen al 

desarrollo de uc nuevo organismo (Longo, 1985). 

El primer evento en la fertilización en manúferos es la unión del 

espermatozoide a la estructura glucoprotéica que rodea al ovocito, denominada zona 

pelúcida. La unión es mediada de una manera especie-específica por receptores a 

espermatozoides presentes en esta estructura, que son los responsables de evitar que 

los espermatozoides de una especie fertilicen a los óvulos de otra {Yanagimachi, 

1994), lo que se comprueba al presentarse la fertilización entre diferentes especies 

cuando se remueve la zona pelúcida, y por tanto se elimina al receptor de los 

espermatozoides. En el ratón, el receptor al espermatozoide en la zona pelúcida ha 

sido plenamente identificado y caracterizado. Se trata de una glucoproteína con peso 

molecular de 83 kDa denominada ZP3, que cuando se purifica y añade a los 

espennatozoides, inhibe la unión de éstos a los ovocitos. Además, la ZP3 purificada 

se une exclusivamente a la región acrosomal de la me.mbrana plasmática de· 

espermatozoides con el acrosoma intacto, e induce el desarrollo de la reacción 

acrosomal {Wassarman, 1992). 

Después de la unión del espermatozoide a Ja.zona pelúcida, ocurre la reacción 

acrosomal, en Ja que ciertos:compónentes.de dicha zona interactúan con Ja membrana 

plasmática ·del espermatozoide, causando su fusión con Ja membrana acrosomaJ 
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externa que se encuentra.por debajo de:ella; lo cual provoca la vesiculación de la 

membrana plasmática y su desaparición, ~on' la concomitante liberación de enzimas 

como Ja actosina, y algunas proteasas, las cuales permiten que el espermatozoide se 

abra paso a través de la zona pelúcida, y alca.nce la membrana.~el ovocito (Peterson y 

cols., 1992). 

A continuación ocurre la fusión de la membrana del ovocito con la membrana 

acrosomal interna del espermatozoide, con lo que el núcleo del espermatozoide 

penetra en el citoplasma del ovocito. En este momento se desarrolla un mecanismo de 

protección a la entrada de más de un espermatozoide a través de la llamada reacción 

cortical (K!ine y Savage, 1994). Esta se inicia con la fusión de la membrana de los 

gránulos corticales con la membrana citoplásmica del ovulo; los gránulos vierten su 

contenido de proteasas en el espacio perivitelino, causando la alteración de algunas 

glucoproteínas de la zona pelúcida e incrementando su resistencia al ataque químico, 

idea que ha sido apoyada por Hedrick y cols. (1987), y por Shabanowitz y O' Rand 

(1988), al observar cajllbios en la composición bioquimica de Ja zona pelúcida porcina 

y humana, respectivamente, después de realizarse la fertilización. 

Finalmente, ocurre la fusión de los núcleos o singamia, y _la activación del 

metabolismo del óvulo para dar comienzo a la división celular y el desarrollo del 

embrión. 

MADURACION ESPERMÁTICA 

Después de su form_ación en el testículo, los espermatozoides entran al 

epidídimo donde sufren cambios fisiológicos, morfológicos, y bioquímicos 

importantes que los preparan para el proceso de la fertilización, denominados 
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"maduración". El tránsito de los espennatozoides en este órgano es de 

aproximadamente dos semanas, aunque la duración exacta varía dependiendo de la 

especie. 

Los fluídos recuperados de cada región del epidídimo (cabeza, cuerpo, y cola) 

muestran diferencias importantes en cuanto a su composición bioquímica, por lo que 

los espermatozoides están sujetos a ambientes cambiantes a lo largo de su tránsito por. 

el epidídimo (Parks y Hough, 1993). En los últimos años, se ha estudiado con especial 

interés la importancia de las proteínas secretadas por este organo en la fenilización 

(Cooper, 1990). 

Los efectos de las proteínas del epidídimo en la movilidad espermática ha sido 

demostrada en hámster, donde se ha identificado a la protelna C5, secretada por las 

células epiteliales de la cola del epidídimo, que al adsorberse a los espermatozoides 

poco móviles que llegan aquí, causa un cambio en el patrón de su movimiento hacia 

una movilidad progresiva (Moore y cols., 1985) .. Así m,ismo, en la rata, se ha 

sugerido Ja panicipación de las proteínas de.noniil:Jad'.15 "D", y "E" en la movilidad 

espermática (Pholpramool y cols., 1983). 

También se ha demostrado que algunas prote(nas.epididimarias tienen un' efecto 

i:n la unión de los espermatozoides a la zona pelúcida. En el cerdo, . ·los 

espermatozoides de la cabeza, a diferencia de los de las regiones del cuerpo y los de la 

cola, no pueden unirse a la zona pelúcida (Peterson y cols., 1984). Se hatiaisladci tres - . . . . . ' 

proteínas de la cabeza epididimaria, con pesos moleculares de 30, ,45, y 70 kDa, que 

al unirse a espermatozoides maduros, bloquean su unión a la zona ~.ellícid~ln vitro 

(Peterson y Hunt, 1989). En esta especie, además, sé ·han · de~c~i;~:. l~ 
"espermadhesinas", proteínas con afinidad a proteínas del. esperniatozoide; de la zona 
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pelúcida, que pueden participar en Ja unión entre Jos gametos masculino y femenino 

(Peterson y cols .. 1992). 

Durante Ja maduración epididimaria también han sido reportados cambios a 

nivel de membrana plasmática, entre Jos que se encuentran modificaciones en Ja 

composición lipídica (Susuki, 1988), en Ja distribución de proteínas intramembranales; 

Bains y cols., 1993), y en Jos niveles de glucosilación (Tulsiani y cols., 1993). Sin 

embargo, aún se desconoce cuáles de estas modificaciones están relacionadas con Ja 

adquisición de Ja función feriilizante de Jos espermatozoides. De Ja misma manera, los 

mecanismos que inducen estas alteraciones a nivel de superficie del espermatozoide, 

no han sido elucidados 

CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA 

Los espermatozoides de varios grupos de mamíferos no pueden fertilizar a Jos 

ovocitos inmediatamente después de ser eyaculados, sino que adquieren esta capacidad · 

sólo después de permanecer cierto tiempo en el tract,o reproductor"ft'ellíenirio(Austin, 

1951; Cbang, 1951). Los cambios m~:rrciíógiccis i bio"cíu<Í;r;i::OH<iJ~·}6;éen a Jos 

espenl?atozoides capaces ·de éJesárroUar Íá' iáá~~iÓ
0

ii acroscifuíi.J y fertilizar,· son 

Uamados coÍectivame~i~;;~ap~éitáhiÍSn•;\;-. ... •¡,< "C/ ·· ·· <;,,. ·· '.·?·: ,, 
·,;",~ :· . ·'<-'<\·'.:"~!:/.<; :·~·:,:~.·:.;,:'.,:, . ·:: .. ;;:··.~ 

.'~ ~ , . ' . ~- :··'" .' 

:;&:z:~:j~:~;~~El~::~tlt~~g~~~~ 
vitro. Ning\Íri "iriedio''si~e para todá:s'ifa;'esp~~iJs/'pe~oj~ ··m~y~fra 'd~ ésíos se. 

preparan é;n d¡fer~nt~scatlories·(Na+;·Í<t. ca+2: Mg+2),,~clo~e~'cci-. l1~03-, 
P04-2), sustrat~s que aportan ~nérgia' (lacl!ita, pÍruv~fo) y, co"lnunniente; con 
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albúmina sérica de bovino (BSA) (Bonilla y cols., 1994). Los componentes anteriores 

se encuentran normalmente en el fluido del oviducto y actúan en conjunto, ya que 

ninguno de éstos en forma aislada tiene un efecto capacitante (Katz y cols., 1989). 

Durante la capacitación, los espermatozoides adquieren la habilidad de 1) 

desarrollar una movilidad vigorosa ("hiperactivación"), 2) de liberar sus contenidos 

acrosomales por exocitosis (reacción acrosomal), y finalmente, 3) de fusionarse con la 

membrana citoplásmica del ovocito y de fertilizarlo (Yanagimachi, 1994). 

Con el desarrollo de la capacitación y de la fertilización .in Yitm, se han logrado 

avances importantes en la comprensión de este proceso, que se mencionan a 

continuación. 

Participación de calcio. 

Se he detenninado que los iones de calcio libre juegan im papel central tanto en la 

movilidact hiperactiva que adquieren los espermatozoides· capacitados, como en el 

desarrollo de. la reacción acrosomal. En todas ·.las especies de mamíferos estudiadas 

(ratón, humano, hámster, cerdo) se requiere ·~alcio extracelular en concentraciones 

milimolares durante la capacitación para adquirir• una ·movilidad hiperactiva y para 

llevar a cabo la r~acéión acrosomal (Yaiíágfuiaéhl;•·J982; Thomas y Meizel,1988; 

Sidhu y Guraya; 1993; Fraser, 199:~¡;/, '' 'A . ;;. 

RoJdán yHarris.on cl989), ~on b~s~' en ~~ttÍdios c~.n espermatozoides de camero, 

plantearon qÜe el ¡¡{cremento de c~Í~io libre citosólico. en el espermatozoide después 

de su unión)1, l~ zo~ p'e!Ó~i~a. ~6tiv~ 'a las fosfolipasas-C específicas para 

polifosfoiiicisítidos '(cieriéíminadás ·•·· fosfolnositidasas-C) presentes en la membrana 
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citoplásmica del espermatozoide, las cuales metabolizan a los polifosfoinosítidos hasta 

diacilglicerol e inositol fosfato. El diacilglicerol generado de esta manera activa a la 

. fosfolipasa-A2 (y quizá, a la proteín-cinasa C) que rnetaboliza fosfolípidos a 

lisofosfolípidos y ácidos grasos libres (entre éstos, ácido araquidónico), que pueden 

causar la fusión de la membrana citoplásrnica del espermatozoide, con la membrana 

del acrosoma, originando la reacción acrosomal. 

Particioación de colesterol. 

Se ha demostrado que el colesterol limita la inserción de proteínas en las 

bicapas de fosfolípidos, restringe la movilidad lateral de las proteínas membranales, y 

modula la actividad de algunas de ellas cambiando su conformación (Yeagle, 1989). 

En varias especies de animales, durante la capacitación espermática, disminuye la 

concentración de colesterol en la región de la membrana plasmática del 

espermatozoide que recubre al acrosoma (Tesarik y Flechon, 1986; Benoff y cols., 

1993). La albúmina sérica presente en los fluidos del tracto reproductor femenino 

sirve como aceptor de esteroles, promoviendo la remoción de colesterol de la 

membrana plasmática del espermatozoide (Langlais y cols., 1988). Además, se ha 

determinado que la adición de colesterol causa una descapacitación reversible de los 

espermatozoides de ratón, cuyo, toro y del ser humano (Eherenwald y cols., 1988), lo 

cual apoya la idea de que la reducción de colesterol en la membrana citoplásmica del 

espermatozoide es un paso importante en la capacitación espermática. 

Participación de AMPc. 

Los nucleótidos cíclicos, particularmente el AMPc, son también importantes para 

la capacitación. La' adición de nucleótidos cíclicos puede acelerar el desarrollo de· 1a 
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reacción acrosomal, la movilidad hiperactiva y la capacidad fertilizante (Fraser y 

Ahuja, 1988). Además, la concentración intracelular de AMPc aumenta durante la 

capacitación, lo cual refleja cambios en la actividad de la adenilato ciclasa y de la 

fosfodiesterasa de nucleótidos cíclicos, las enzimas responsables de la biosíntesis de 

AMPc a partir d~ ATP, y del rompimiento metabólico de AMPc hacia S'AMP, 

respectivamente. Las .mediciones en la actividad enzimática en espermatozoides 

capacitados in vitro han mostrado que existe un incremento significativo en la 

actividad de la adenilato ciclasa, y un descenso en la actividad de la fosfodiesterasa 

(Stein y Fraser, 1984). · 

La principal acción del AMPc es la estimulación de las protefn-cinasas 

dependientes de AMPc (protefn-cinasas A). De Jongue y cols. (1991) encontraron que 

un inhibidor de la proteín-cinasa A previene el desarrollo de la reacción acrosomal en 

espermatozoides capacitad0s de seres humanos, lo cual apoya la participación de esta . 

enzima en la capacitación espermática. 

Participa~ión de "Factores Pescapacitantes". 

Chang, en 1957, observó que la adición de plasma semínal a espermatozoides 

de conejo capacitados causaba una inhlbición de la fe:tilización. Si después se 

eliminaba el plasma seminal, los espennatozoides adquirían nuevamente su poder 

fertilizante, es decir, el proceso era reversible. Posterionnente, Bedford (1967) pudo 

remover por medio de ultracentrifugación de plasma seminal de conejo ·al "factor 

descapacitante". Estos trabajos son la base del concepto de que la capacitación se 

encuentra asociada a la remoción de macromoléculas (factores descapacitantes) de la 

superficie del espennatozoide eyaculado (Fraser y cols., 1990). Estos factores se 

producen en el epidfdimo, y su importancia fisiológica es la de evitar que los 
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espermatozoides desarrollen la reacción acrosomal prematuramente, durante su 

estancia en este órgano, que es de aprmdmadamente dos semanas. 

A la fecha, se han aislado y caracterizado factores descapacitantes en algunas 

especies de mamíferos: Eng y Oliphant (1978) reportaron un factor estabilizante del 

acrosoma (ASF) que se origina en el epidídimo de conejo, el cual, como su nombre lo 

indica, bloquea la fertilización al evitar que los espermatozoides puedan desarrollar Ja 

reacción acrosomal; Reddy .Y cols. (1979) encontraron un "factor antifertilidad" en 

plasma seminal humano, cuyo mecanismo de acción se desconoce; Fraser y cols. 

(1990) caracterizaron un factor descapacitante con un peso molecular de 40 kDa 

originado en el epidídimo de ratón que al parecer impide la penetración del 

espermatozoide por un bloqueo en la reacción acrosomal. 

El campo de estudio de Jos factores descapacitantes se ha vuelto amplio dado 

que, probablemente, existe más de un factor descapacitante por especie (Han y cols., 

1990). En el caso del cerdo, la existencia de factores descapacitantes del plasma 

seminal, en particular de aquellos que mantienen a los espermatozoides con bajo poder 

fertilizante, a causa de un impedimento para realizar la reacción acrosomal (factores 

estabilizantes del acrosoma), no ha siso investigada. 

Dada la importancia de los factores descapacitantes en lá . capacitación y el 

poder fertilizante de espermatozoides de mamíferos, el ,objetivo del: pre~ente trabajo 

fue determinar la presencia y realizar una caracterización inicial de: est_os factores en el 

cerdo, modelo animal que ha sido utilizado en el ÍaboraiófÍo d~ Bi~logía Celular de la 
. .. · .. ·~,~,._ ·'.~L' . .. -,. ,, .,._ ,. •· . 

UAM-Iztapalapa, donde. la. fertilización in ;vitro ,se lia implementado para estudiar 

diversos aspectos de la fertilización en m~mfferós (Fierro y ~ols., 1991; Betancourt y 

cols., 1993; Fierro y cois., 199~). 
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OBJETIVO 

Detenninar si en el plasma seminal del cerdo existen factores estabilizantes del 

acrosoma y, en su caso, realizar una caracterización inicial de éstos. 

HIPOTESIS 

Dada la importancia de los. factores estabilizantes del acrosoma para el proceso 

de la fertilización, se plantea que en el plasma seminal del cerdo debe estar p~esente 

uno o varios de ellos. 
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METODOLOGÍA 

OBTENCIÓN DE LAS l\füESTRAS DE SEMEN 

. La fracción rica del eyaculado fue obtenida en bolsas de polietileno, utilizando 

el método de la mano enguantada, por la M.V.Z. Claudia García Hemández, en la 

granja de cerdos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. La 

muestra de semen se transportó al laboratorio a 20º C. La concentración de 

espermatozoides fluctuó entre 250 y 400 millones/mi, y el volumen del eyaculado 

entre 100 y 200 mi. En todos los casos, la movilidad de los espermatozoides al 

momento del eyaculado fue aproximadamente del 80 % . Las razas de cerdos utilizadas 

en este estudio fueron York, Duroc, Hampshire y Landrace. Los experimentos se 

lievaron a cabo por duplicado o por triplicado en diferentes días. 

CAPACITACIÓN 

Trescientos millones de espermatozoides ··se•• ~eritritugaron···en•un tubo. de 
. " . - . - '.~.'.' . - -·.,¡;·. - - ... - - . 

policarbonato a 800 g durante 5 min. Se reÍiró el plasm~·seminaÍ (sÓbrenadante), se 

agregaron 5 mi de medio de capacitación T ALPJN~~I iÓ<.J ~.:·~~b.; ~'.29mM, 
'. ·. . '" : . ·._·". ,)··:·,.;·.~-~· .:>;:. -·,_::. ;::1-.:,::>-,':)>:·:. <;::: : 

CaCl2 2; 1 mM; MgCl2 L5 mM; NaHC03 25 mM, .. !fEPESd O l!ll\of.liLac.tato, ~e sodio 

21.6 mM, piruvato de sodio 100 µM; albúmina sériC:á Í:io~in~ 6 rng/ffil/i>li 1 .3, 

osmolarid¡cÍ de 295 mOsm/kg), •y .se· realiió·ll~ sei:ii~c1~"ce~{riftlga~ió~·; ~ ¡;:misma 

velocidad.y.durante el mismci tiéril~J;·se i6ti¡6 á sob~e~hcl~nti;' 1Ós'e~~~ai~zoides 
se resuspendiercin eri un mi.' efe fiiecliCÍ T Af;, '. ; fu~rJ~ j¡J~¿bado~ ~¡J ;~aj;i; el~ plástico 

con cuatro .pozos,· cadauno'·éonun.T1; cleca~acídad.A:un~C:o~céhi~adoa.·de 30 

millones/mi durante 4 hÓras á 37 ºe; en iúüi.atmósféra eón 5% de COz , en el medio 

de capacitaciófi (Bavister y ~ols.,' 1983); . 
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PREPARACIÓN DEL PLASMA SEMINAL 

El plasma seminal fue centrifugado a 15,000 g durante 20 min para separar a 

los espennatozoides de éste. El sobrenadante fué filtrado a través de membranas 

millipore con tamaño de poro de 0.22 µm, y almacenado en congelación a -10° C 

durante el periodo de capacitación (4 h.) de los espermatozoides. 

CUANTIF1CACIÓN DE PROTEINAS 

La cuantificación de proteína total presente en el plasma seminal completo o 

sus fracciones, se determinó por el método de Lowry y cols. (1951), usando BSA 

como referencia. 

EFECTO DEL PLASMA SEMINAL SOBRE LA CAPACITACIÓN 

Ai finalizar las 4 h. del perido de capacitación, el plasma seminal de la muestra 

de semen en uso (filtrado y almacenado en congelación durante el tiempo de 

capacitación) se descongeló, se .agregó a cada pozo a una concentración final de 7 mg 

de proteína por ml. de suspensión de espermatozoides, y se incubó durante 20, 40, y 

60 min. adicionales para observar su efecto sobre la capacitación espermática. 

Se evaluó el número de espermatozoides capacitados al inicio y después del 

periodo de .4 h. de incubación en TALP, así como después de ser incubados con 

plasma seminal durante 20, 40, y 60 min. adicionales. La reacción acrosomal se 

indujo por medio de la adición de 150 µg de z()na pelúcida solubilizada (ZPs) a 30 x 

106 espermatozoides en un ml. de suspensión. La reacción acrosomal inducida se 

evaluó a los 30 min de la adición de ZPs a las suspensiones con espennatozoides. La 
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ZPs fue obtenida de acuerdo al método de. Dunba:r y cols. (1986), que consiste en el 

macerado de ovarios, el aislamiento de los ovocitos por filtración a través de mallas 

de nylon, y la solubilización de la zona pelúcida· con bicarbonato de amonio. 

EVALUACIÓN DE LA CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA 

La reacción acrosomal se empleó como un Indice de capacitación dado que sólo 

los espermatozoides capacitados pueden llevarla a cabo (Berger y cols., 1989). Al 

inicio del presente trabajo (experimentos 1 y 2), el estado del acrosoma se evaluó de 

la siguiente manera: Se hicieron preparaciones sobre portaobjetos con los 

espermatozoides vivos, se dejaron secar al aire, y se fijaron con acetona. Las 

preparaciones se tiñeron con una lectina coajugada a isotiocianato de fluoresceína (200 

µg/ml en PBS) (Sigma) a 37 ºC durante 20 min., se lavaron con agua destilada, y 

fueron analizadas al microscopio de epifluorescencia (Zeiss) a 1000 aumentos, con 

excitación de luz azul (450-490 mn), contando al menos 200 espermatozoides por 

preparación. 

Con esta técnica, . e.s posible distinguir tres patrones de tinción~: . Los 

espermatozoides con el acrosoma intacto, muesira~ ullll fluoreseencia tinifornÍe a lo 

largo de la cabeza; en los espermatozoidés que lian iniciado la reacción acrosomal, se 

observan las fenestraciones que se· efectúan ~hi~~t~ ~I p~Üce~~"'de f~&:ú.~si~; y los 

espermatozoides con reacción acros~mal compl~ta,; ¡Íres~~ulñ,,1nites¿~a 'o nula 

fluorescencia en la región del acrosoll1a, ~ int~IisaÚiuore~cen~Ía ~i1~·i~gÍón e~Üatorial 
(Berger, 1989) (Fig. 1). En este estücnJ; tanto los espeniia~ó~~Íde~':~~iados en la 

reacción acrosomal, como aquellds '~on ·;~acción ,acros~ma]· compl~(;¡; 'fueron 

considerados como positivos; 
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La metodología descrita para evaluar el estado del acrosoma se mejoró cuando 

el estudio avanzó (experimentos 3 al 5), al teñirse los espermatozoides con un 

colorante vital (Hoechst 33258) y con la lectina cortjugada a fluoresceína, lo. que 

permitió distinguir a los espermatozoides vivos. de los muenos; dado que los 

espennatozoides muenos son permeables al colorante Hoecbst, que se une al núcleo 

de los espematozoides, confiriéndoles un color azul bajo el microscopio de 

epifluorescencia al excitar con luz ultravioleta (2IJ0-400 nm). Con esla doble tinción, 

se evita contar como espermatozoides con reacción acrosomal, a espermatozoides 

muenos que presentan daño en el acrosorna (Fig. 2). 

Durante el desarrollo de todos los experimentos, la movilidad espermática se 

estimó en un in.icroscopio invenido a 400 aumentos, y sólo las muestras que 

presentaron una movilidad superior al 60% durante todo el experimento fueron 

utilizadas (Berger, 1989). 

FRACCIONAMIENTO DEL PLASMA SEMINAL, Y ENSAYO DEL 
EFECTO DE LAS FRACCIONES SOBRE LA CAPACITACIÓN 

El plasma seminal fue fraccionado por ultrafiltración a través de membranas 

Amicon con tamaño de poro de 10, 30, 50, y 100 kDa, por el M. en C. Rodolfo 

Velasco Lezama, en el laboratorio de hematologla de la UAM-Iztapalapa. Se 

obtuvieron 5 fracciones, con pesos moleculares < 10, 10-30, 30-50, 50-100, y > 100 

kDa. 

Las fracciones de plasma seminal se agregaron a espermatozoides capacitados. 

Las concentraciones usadas fueron: O, 0,5, 1, 1.5, y 2 mg de proteína por ml de 

suspensión celular (30 x 106 espermatozoides), y se evaluó el efecto de éstas sobre la 

capacitación •. de la misma manera que cuando se usó plasma seminal completo. 
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ELECTROFORESIS DE LAS FRACCIONES 
DEL PLASMA SEMINAL 

Para determinar Ja composición proteica de cada una de las fracciones del 

plasma seminal, se desarrollaron electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil 

sulfato de sodio (SDS-PAGE), de acuerdo con el método de Laemmli (1970). 10 µg 

de proteínas totales de cada fracción se colocaron sobre un gel en placa con 7 % de 

concentración de acrilamida, y se corrieron durante 3 h. a 125 V. Los geles fueron 

teñidos con azul de Coomasie o, para mayor sensibilidad, con plata. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados se analizaron estadísticamente por medio de análisis de varianza. 

Se consideró significancia estadística cuando p fue menor que O.OS. Para determinar 

la relación entre la concentración de las fracciones del . plasma seminal y la 

capacitación espennática, se aplicó un análisis de regresión simple. 
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RESULTADOS 

En la tig. 1 se observan los espennatozoides de cerdo después de su tiÍlción con 

lectina conjugada a fluorescefna. se observan varios espermatozoides con el acrosoma 

intacto (fluorescencia homogénea), un espermatozoide iniciado en la reacción 

acrosomal (señalado con el número 1), y uno con reacción acrosomal completa 

(señalado con el número 2). 

Fig. 1 Espermatozoides de cerdo tefiidos con lectina conjugada a fluoresceína (400 

aumentos). 
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En la figura 2, se observan los espermatozoides después de su. tinción con 

Hoechst, para la evaluación de viabilidad. En el panel A se observan S 

espermatozoides en campo claro. En el panel B, se encuentran los mismos 

espermatozoides pero ahora iluminados con luz UV (200-400 nm) para Hoechst. Con 

esta técnica, los espermatozoides muertos muestran un color azul intenso. 

Fig. 2 Espermatozoides de cerdo teñidos con el colorante vital Hoechst 33258 

Panel A 

Panel B 
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En el cuadro 1 se observa el efecto inhibitorio del plasma seminal porcino en el 

desarrrollo de la reacción acrosomal espermática. El porcentaje de espennatozoides 

que respondieron al estímulo de la zona pelúcida solubilizada se incrementó de to a 

58 % durante el período de capacitación y, tras la adición de plasma seminal completo, 

el porcentaje de espermatozoides que desarrollaron reacción acrosomal se redujo al 

44% a los 20 min., y al 18% a los 40 min. 

A los 60 min. se observa un ligero aumento con respecto al porcentaje de 

espermatozoides capacitados a los 40 min., pero sin tener diferencia estadísticamente 

significativa. 

Cuadro 1. Efecto del plasma seminal completo sobre los porcentajes de reacción acrosomal 
espermática en cerdo in vitro1 (Promedio ± Desviación standard de 2 eyaculados de los 
cerdos Landrace-2.3 y Duroc-28-5). 

Tiemoo írnin) de incubación con olasma seminal comnleto 
Al inicio del Después del 
periodo de periodo de 20 40 60 

caoacitación caoacitación 
11±1 58 ±5 44±6 18 ±3. zs ±5• 

1 Los espenna1ozoides fueron incubados durante 4 h. en medio TALP. Al inicio y al final de csle 
periodo, se evaluó el porcentaje de espermatozoides con reacción acrosomal, inducida por Ja adición de zona 
pelúcida solubilizada (ZPs). A las muestras problema, después de 4 h. de incubación en TALP, se les agregó 
plasma sentinal·completo (a concentración final de 7 mg/ml) 1 y se continuó la incubación por Jos.tiempos 
seiWados, después de los cuales, se agregó ZPs, y se evaluaron los porcentajes de espennatozoides con reacción 
acrosomal. 

*Diferencia significativa (p < O.OS) con respecto a los espermatozoides ~valuados inmediatamente 
después del periodo de capacitación . · 
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Los resultados del cuadro 1 indicaron la existencia de un factor estábilizante del: 

acrosoma en el plasma seminal del porcino. El tiempo óptimo para observar su efecto 

sobre espermatozoides capai:itados se encontró alrededor de los 40 min. 

Este resultado se reprodujo en tres experimentos más (cuadro 2), en Jos que, 

además, se probó el efecto · descapacitante del plasma seminal incubado bajo 

condiciones normales de capacitación in vitro (37 ºC, atmósfera con 5 % de cai,. 
durante· 4 h.). En este caso, se observó que solo el plasma seminal almacenado en 

congelación (4 h.) tiene un efecto inhibitorio sobre la .capacitación y el desarrollo de Ja 

reacción acrosomal espermática, mientras que el plasma seminal incubado 4 h. bajo 

condiciones normales de capacitación in vitfo, pe.rdió su poder descapacitante.(cuadro 

2). 

Cuadro· 2. Efecto del plasma seminal completo almacenado en congelación, y del incubado 
en condiciones normales de capacitación in vi1ro, sobre los porcentajes de reacción acrosomal 
espermática en cerC!oi'(Promedio ±Desviación standard de 3 eyaculados de los cerdos York-
24 y Landrace-23). 

Alinicio del Después del Con plasma seminal Con plasma seminal completo 
periodo de periodo de completo incubado en condiciones 

capacitación capacitación almacenado en normales de capacitación 
congelación 

6±2 56 ±7 8 ± 3• 67 ±4 

1 Los cspcrmalozoides fueron incubados durante 4 h. en medio TALP. Al inicio y al final de es1e 
periodo, se evaluó el porcenlaje de espermatozoides con reacción acrosomaJ. inducida por Ja adición de zona 
pelúcida solubilizada (ZPs). Las muestras problema, después de 4 h. de incubación en TALP, fueron incubadas 
durance 45 mio. con plnsma seminal complelo almacenado duranre 4 h. en congelación. o con el incubado en 
condiciones normales de capacitación in vitro (a conccn1ración final de 7 mg/ml). se agregó ZPs, y se evaluó el 
porcentaje de cspennatozoides con reacción acrosomaJ. 

*Diícrcncia significativa (p < 0.005) con respecto a los espermatozoides evaluados ínmcdiatamenre 
después del periodo de capacilación . 
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A continuación, se procedió a realizar una caracterización inicial del factor 

estabilizante del acrosoma. Para determinar el intervalo de peso molecular en el que 

se encontraba el factor, el plasma seminal se fraccionó, y las diferentes fracciones se 

agregaron a una concentración final de 2 mg de proteína por mi de suspensión de 

espermatozoides (30 x 106 >capacitados, y se dejaron actuar durante 45 min. 

Solamente la fracción del plasma seminal con peso molecular superior a los 100 

kDa mostró un efecto inhibitorio en el desarrollo de la reacción acrosomal espermática 

(cuadro 3). 

Cuadro J. Efecto de las diferentes fracciones del plasma seminal sobre los porcentájes de 
reacción acrosomal espermática en cerdo in vitrol (Promedio ± Desviación standard de 3 

. eyaculados de los cerdos Duroc-69-3, Duroc-Ham-58-7, y York 24). 

F racciones del plasma seminal (kDa) 
Al inicio del Después del 
periodo de periodo de <.10 10-30 30-50 50-100 >100 

capacitación capaci1ación 
3±1 20 ±4 20± 3 22±9 22 ±2 24±1 4±2' 

1 Los espermalozoides fueron incubados durante 4 h. en medio TALP. Al inicio. y al final de este 
periodo, se evaluó el porcentaje de espcnnatozoides con reacción acrosomal, inducida por la adición de zona 
pelúcida solubiliz.ada (ZPs). Las muestras problema, después de 4 h. de incúbación en TALP, fueron incubadas 
durante 45 min. con las diferentes fracciones del plasma seminal a una concentración final de 2 mg/ml, se 
agregó ZPs, y se evaluó el porcentaje de espermatozoides con reacción acr.osomal. " 

"'Diferencia significativa (p < 0.05) con respecto a los espennatozoides evaluados lnmediatrunente 
después del periodo de capacitación. 
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En el cuadro 4 se puede observar que la inhibicÍón de la·· reacción acrosomal 

causada ~or la fracciÓri del plas~a seminalcon peso molecular > 100 kDa fue dosis­

dependiente (r=; 0.93). · 

Cuadro 4. Efecto de diferentes concentraciones de la fracción del plasma seminal > 100 
kDa sobre los porcentajes de reacción acrosomal espermática en cerdo in vitral (Promedio ± 
Desviación standard de 3 eyaculados de los cerdos Duroc 28-5, York 106-5, y Hampshire 5-
7). . 

Concentración final de la fracción del olasma seminal (me/mi) 
Al inicio del Después del 
periodo de periodo de 0.5 1.0 1.5 2.0 

caoacitación caoacitación 
3 ± 1 20±4 20±3 17±4 12±2° 4±2* 

1 Los espermatozoides fueron incubados durante 4 h. en ·medio TALP. Al inicio y al final de este 
periodo, se evaluó el porcentaje de espermatoZoides con reacción acrosomal, inducida por la adición· de zona 
pclúcida solubilizada (ZPs). Las muestras problema, después de 4 h. de incubación en TALP, fu_cron incubadas 
durante 45 min. con diferentes concentraciones de la fracción del plasma seminal > 100 kDa, se agregó ZPs, y 
se evaluó el porcentaje de cspennatozoides con reacción acrosomaJ. -

*Diferencia significativa (p < O.OS) con respecto a los espennaÍ:ozol~cs ev~uru!_~~,'¡~i;tamente 
después del periodo de capacitación.. . , -: . ..< ,,_, 

.:-:· 

;:-:·,.-· 
'.-._-::· i'.·-·-

En Ja Fig .. 3 se obserJa·uim"ei~~tr~;of~~i~:(~ris~P~o~·1K;J'¡¡~{,~¡7'% d~ las 

proteínas totaté.s del·• pl~sffi~'.sé~lri~t ¡)ó'rciiio, 'y'<le ~adli'i~naYd~'i°I~ fi.a~~ion'es· del 
-.. , c. :_;:'. ··\:.··.' <::,::-:_.:.··. · ... - ,._-.. _~-;). : •. e_,::· ':- ·.:>; ·: :,, __ ,. ·''":Y:>:··;;1.; · :::-·.-.".::.; .. _ .. 

plasma utilizadas en_ este esttidio: . En ún gel con está concentr:ición, las ·proteíruis. de 

las fracciones < w 'ki:>a y io73o kDa migran'córi éúrenie,. pern permite'!~ résoluéión 

de proteínas con pesos ;~Jeé~lares ¿~i~é 30 y 26o kD~~ 
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Fig. 3 ELECTROFORESIS SDS-PAGE DE LAS PROTEINAS TOTALES DEL 
PLASMA SEMINAL PORCINO, Y DE CADA UNA DE LAS FRACCIONES 
OBTENIDAS. 

1 2 3 4 5 6 
1 ... 

r?.:\:~': ':··:~x 
"' 

!ti 
(: 

Carriles : l, proteínas totales del plasma seminal; 2 al 6, fracciones del plasma 
seminal <!O, 10-30, 30-50, 50-100, y > 100 kDa, respectivamente. 
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En la Fig. 4 se observa una electroforesis SDS-PAGE de las proteínas . . . . - - . '· 

presentes en la fracción del plasll!a .seminal con peso molecular > 100 kDa. Cinco 

bandas de. prot~fna ~e rersuel~en,' c~n pesos moleculares aproximados de 110, 134, 

136, 190 y 200 kna s~.resuelven. Alguna o algunas de éstas proteínas son las 

resp¿nsabl~{~~l ef~t~ifu~~i;orlo en el desarrolo de la reacción acrosomal en 
,r,,._,\ ... ··_j-.,; .,·,··\::.'.',. 

espermatozoid~s de cerd~. 

Fig, .4. ELECTROFORESIS SDS-PAGE DE LAS PROTEÍNAS PRESENTES EN 
LA FRACCIÓN DEL PLASMA SEMINAL CON PESO MOLECULAR > 100 kDa. 

-200kDa 
-190 kDa 

/ 136 kDa 
\_ 134 kDa 

Finalmente; en el presente trabajo se tuvo interés en determinar s.i los factores 

descapacitantes del plasma seminal porcino tenían o no, naturale:ia prótéka, para 

poder establecer semejanzas o diferencias con respecto a los factore~ .descapa~itantes 
reportados en otras especies. 
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Se obtuvo evidencia de que el factor estabilizante del acrosoma porcino es de 

naturaleza proteica, dado que cuando el plasma seminal se trató con tripsina a una 

concentración final de 20 µg de la enzima por ml. de plasma durante 15 min a 

temperatura ambiente, deteniendo la reacción con un inhibidor de proteasas, el fenil­

metil-sulfonil-fluoruro (PMSF), y después se agregó a espermatozoides capacitados a 

concentración final de 0.2 mM, se perdió el efecto descapacitante del plasma seminal 

(cuadro 5). 

Cuadro 5. Efecto del plasma seniinal completo tratado con tripsina sobre los porcentajes de 
reacción acrosomal espennática en cerdo in vitral (Promedio ± Desviación standard de 3 
eyaculados de los cerdos Duroc 28-5 y York 106-5). · · .. 

Antes del Después del Con plasma Con plasma Con plasma 
periodo de periodo de seminal · seminal seminiil tratado 

capacitación capacitación completo sin. completo con inhibidor de 
(DC) tratar ··tratado' con « 

· protéasas2 
trlosina .. 

5±1 16 ± 3 7±2 3 21 ±4 b 24 ±5 b 

1 Los espermatozoides fueron incubados durante 4 h. en medio TALP.-- Al. inicio y aJ final de este 
período, se evaluó el porcentaje de espermatozoides con reaccióii acrosofiiaJ, -indúcida por Ja adición de zona 
pcl~cida solubilizada (ZPs). Las muestras problema, después de 4 h. de iocubación en TALP, fueron incubadas 
durante45 min. con plasma seminal completo. o tratado con triPsina, ·sC"3greg~ ZPs,·y se cValuó el porcentaje 
de espermatozoides con reacción acrosomal. 

2 Dado que cuando se trató el plasma seminal ~n trlpsi~a.· s~ d~t~Vo fa reaécióO con el inhibidor de 
proteasas PMSF, este ensayo sirvió de control para descartar un pcisible efectO del PMSF. -. 

. . ·~ ' ... 
ª Dife~ncia significativa (p < O.OS) Con respecr'? a Íos ·es~~·?~~~'¡d~-~~:~·ya1~os i~édÍa1ain~zite 

después del periodo de capacitación. ~ · ·. · 

. b No existe diferencia signíficativ~ ~Ón ~~(~_~lo~ ~~~~~o~i~~· e~·~.uad-~~· i~édiatameme 
después del_ ·periodo de capacitación. ; - · 
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DISCUSION 

En el presente estudio se determinó la existencia en el plasma seminal del 

cerdo, de un factor estabilizante del acrosoma. El hecho de que el tratamiento 

enzimático del plasma seminal causara la pérdida de su efecto inhibitorio sobre la 

capacitación espermática (cuadro 5), muestra que el factor tiene naturaleza proteica. 

La inhibición de la reacción acrosomal causada por el factor sobre los 

espennatozoides capacitados fue similar a la que presentan los espermatozoides antes 

de ser capacitados (cuadros 1 y 2), lo cual indica una participación fundamental del 

factor en la capacitación y el desarrollo de la reacción acrosomal espermática en 

cerdo . 

. Dos métodos fueron empleados para evaluar la capacitación espermática en este 

estudio, la tinción simple, con lectina fluorescente (cuadros 1 y 2), y la tiní:ión doble, 

con lectina fluorescente y Hoechst (cuadros 3 al 5). Cuando se usó el primer método, 

los. porcent.'tjes de espennatozoides con reacción acrosomal después del p~riodo de 

capacitación fueron altos en comparación a los encontrados cuando se usó la técnica . 

de . tinción doble. Esto se debe a que cuando se efectúa la tinción ~.de los 

espennatozoides exclusivamente con la lectina conjugada a tluoresceína, es jJOSible 

clasificar a un espermatozoide muerto que ha sufrido daño mecánico en el acrosoma 

("falsa reacción acrosomal"), como capacitado y con reacción .acro¿oiii'~ .. Este 

inconveniente se soluciona al teñir a Jos espermatozoides con lectiná fl~~fes~e~te' en 

combinación con el coloran.te vital. Hoechst, que difunde a tray~~ d~)a. ~~fu~i~na ,de 

los espennatozoides ·muertos, y tiñe su . núcleo, lo cual, periilite to~ar · e~ éuenta 

únicamente a los espermatozoides. vivos para la ·evaluación d~ . los por¿entllj~s de 

reacción acrosomal. 
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El factor estabilizante del acrosoma reportado en el presente estudio tiene un 

peso molecular superior a los 100 kDa (cuadro 3). También por arriba de los 100 kDa 

se encuentran los factores descapacitantes reportados en el plasma seminal del conejo, 

con un peso molecular de 260 kDa (Thomas y cols., 1984), y el "factor antifertilidad" 

reportado en seres humanos, con un peso molecular de 200 kDa (Reddy y cols, 1982). 

En cambio, el factor descapacitante reportado por Fraser y cols. (1990) en ratón posee 

un peso molecular de 40 kDa. 

Con respecto a su función, el factor descapacitante del plasma seminal del 

cerdo inhibió claramente el desarrollo de la reacción acrosomal, al igual que los 

factores reportados en el del conejo y del ratón. El factor antifertilidad presente en el 

plasma seminal humano parece no afectar directamente la capacitación, aunque existe 

el reporte. de un factor descapacitante que afecta la reacción acrosomal en el 

espermatozoide de esta especie (Han y cols.; 1990):. 

En relación. al mecanismo; de acción de.· Jos factores descapacitantes, se ha 

planteado que . éstos . pueden ¡estar dela~iona~os . con . un . impedimento de la. 

internalización de calcio:extim;~lul~r; .fu'~dáine~~ para el desarrollo de la reacción. 

acrosomal. (·· · · • ' · · '.\': ·• ' ·• .. ,,· ·'·.··• · -· ·:··;···- -· 

<.:.·.~;,,:·<:·>-,. .. -:.'.:. '.:.":- ::·>~:~/ ·:.;.·: «·:.:>·:;· .. ~,:.· _, ... >'· ... : .. : 
· Babc.ock. y cols: .. (1979fol>s.eryaro.n qui l~s e~permátozoides epididimarios de 

toro iiiternal~ri.cal~io rápidanl'e~túhtientr~s q~e 1o's é~~ermatozoides eyaculados no . . . 
lo liacen, lo qd~.s~gieié qu!i ei;coriti;:clci c'onel plasma seminal afecta su 'habilidad para 

capturar esÍe iÓn: I>(he~li~. ª.~~rtlr del plasma seminal de toro, ratón o rata se ha 

aisfadouna pr~teína d~ndmhiiicfa calirlna que actúa como inhibidor de los canales del .. . ,• ·- . .:_-.. ' . ·, ., ''_ . 
transpiirte dé calcio; Y' por iánto cíe. ia capacitación y de la reacción acrosomal 

espermáÚca(Ruffo y C:ols,!'984; coionel y cols., 1992). 
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' ' 

ManjuiJath y cols (1993) reportaron la existencia de yariás protefoa5 del plasma 

seminal de bovinos (BSP), con •pesos moleculares que varlari entre 15' y 30 kDa, 

denominadas BSP-Al, BSP-Al, BSP-A3, y BSP-30 kDa, que se. ~nen a la . . .~ . : 

calmodulina, proteína. localizada .en: la membrana citoplásmica del espermatozoide. 

Esta proteína es conocida por: su participación en la regulación de varios procesos 

celulares de ilna manera calcio-dependiente, y su presencia ha sido demostrada en 

espermatozoides de cuyo, cerdo,· toro, hámster y conejo. Los autores plantean que la 

unión de las BSP a la calmodulina impide la intemalización de calcio, afectando así el 

desarrollo de la reacción acrosomal (Desnoyers y Manjunath, 1994). 

Por otro lado, Bradley y Forrester (1982) aislaron una proteína presente en el 

plasma seminal de camero y de humano que, al parecer, estimula la actividad de una 

ATPasa de calcio, promoviendo la salida del ión. En este caso, la einn¡iiacióií de estos 

factores descapacitantes puede llevar a un aumento en los nivele.s de c~lcio hiírac~Iular 
hasta un valor necesario para que pueda ocurrir la reacción acrosoÍnal. · ,. 't·. 

Los trabajos anteriormente citados sustentan que el m6c~nismo de. acciÓn de los 

factores. descapacitantes es el de mantener bajos los niveles de cal~io intracel~lar, 
- ·~:. 

impidiendo de esta manera el desarrollo de la reacción acrosomal. Sin· embargó,. existe 

el reporte.de factores descapacitantes que no afectan a la reacción acrosomaL::·Reddy y. 

colaboradores (1982) aislaron un factor del plasma seminal humano, den~mfu;¡doAF-
. '. ·'- ,' 

1, que previene la penetración del espermatozoide a través de la zona peldclda y,.en 

consecu~ncia, la fertilización, pero no impide el desarrollo de la reacción ac~osomal; 

El mecanismo de acción de este tipo de factores descapacitantes.es aún élesconCÍCido. · 
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El origen de algunos de los factores descapacitantes. ha sido· detenninado 

produciendo anticuerpos monoclonales y policlonales en contra ·de ellos, y efectuando 

técnicas irununohistoquímicas. Se ha encontrado que algunos factores descapacitantes, 

como el de ratón y el de conejo, se producen en el epidídimo (Han,. 1990), mientras 

que el origen de otros factores, como el del cerdo, reportado en este estudio, o el del 

humano, aún está por ser detenninado . 

La participación del epidídimo no está limitada a la síntesis de. moléculas que 

previenen la capacitación y el desarrollo de la reacción acrosomal espennática, ya que 

se han reportado otro tipo de factores que, sin duda, juegan un papel importante en el 

proceso de la fertilización. En el cerdo, Dacheux y Dacheux (1988) reportaron una 

"antiaglutinina", con un peso molecular de 250 kDa, que, como su nombre lo indica, 

previene la aglutinación de los espennatozoides. Peterson y Hunt (1989). describieron 

a las "espermadhesinas", moléculas con pesos moleculares de 30, 45, Y. 70 kDa, que 

tienen afinidad tanto por los espermatozoides, como por la zon{ pelúcida de cerdo, 

por lo que se ha planteado que pueden participar en la unión entre los ·gametos 

masculino y femenino. 

En los últimos años el campo de estudio de. los factores descapacitantes se· ha 

vuelto muy amplio dado que, al parecer;: existe más de un factor desca¡íacitante por 

especie (Ha~- y ~ols;" 1990)> Debido a su importancia en la capacitación ·y . . . . ' . . . . ' 

fertilización, ·acru!llmeiúe'iexiste< un gran interés en identificarlos, ,aislarlos, 

carácterÍZarÍos bióc¡~inJi~aiÍ1i:nt~i ~ fund~entalmente, investigar sobre su mecanismo 

de acción; lo ~~~l 'n~s pe;mitirá·es~larecer varios eventos moleculares asociados a la 
. ·.·· .:' 

capacitación espérnÍáliia· .que, a 40 años de estudio, aú.n permanecen por ser 

determinados. -
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CONCL USION.ES 

1) En el plasma seininafporcinoexisten factores dcscapacit3.ntes que previenen 

específicamente el · désarrollii ~~ ·¡ll re:lcción' ~~rosomal esiie~tica' ("factores 

estabilizantes del acr~~o~~·). · 

,· _.. 

2) Los fa~tor. e~!abilizallte del acrosoma del espÍ:rmato:ioide de. cerdo tienen 

peso molec~Iár superior a los 100 kDa, y 

· 3) Son. de naturaleza proteica. 

DIRECCIÓN FUTURA DE LA INVESTIGACIÓN 

Eri el trabajo presentado se determinó la existencia de factores descapacitantes 

en el plasma seminal del cerdo, y se realizó una caracterización inicial de éstos. Sin 

embargo, se necesita hacer una caracterización completa de los factores. 

descapacitantes. Se debe determinar el peso molecular exacto de los factores, dado 

que en este estudi.o sólo se ha determinado que tienen un peso molecular superior a los 

100 kDa. Se debe determinar la estructura primaria de sus cadenas peptídicas, si se 

.encuentran glucosiladas, y su origen en el tracto reproductivo masculino. Es 

importante determinar. si los factores descapacitantes del cerdo previenen, además de 

la capacitación esperniática; . la fertilización tanto in vitro como in vivo. Una vez 
' . ' . 

realizadas estas pruebas, se< puede plantear la posibilidad de utilizar a los factores 
••. 7 .:~ 

descapaciiantes ·para controlar la natalidad en seres humanos, y en otras especies 

animales que; por·: tener ta~as de reproducción elevadas, presentan un problema 

económico y/o de salud a la ·sociedad, corno son los perros en la ciudad de México. 
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