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RESUMEN 

Ltls allaÍlllU SOll """/omil/a de pl'Oldnas que se OM1Ciana membnuuls biolóp:as 

y a bicapas lipldú:as de -- nvmible y dqlelldienle de cr•, que han sitio 

rrladonadas en "'"°" lfJos ttiMlluu con el procno de aot:itOllis (Pt6rd y col., 11Jlt'1; 

Popohadjopoolos y Duzgunes, 1990; Glenney y Tac/e 19115). Ett los espmnatowida de 

lm maml/eros han 61ilo d~ a/pJl(U anaínos, Cll)'O ftut.ci6n se desconoce; m el 

procuo dmominado rrocci6n acrosomal (RA), su porricipoci6n especifica no ha sido 

estudiado. Ett este aubojo, :te .-- 4ots Jllllflfdlr8s 4el tnffculo del mflGyo (Mn: JO 

lcDa y 'In doblae de 31133 lcDa), que presenlaron la copodJDd de unúx a las 

manbnlnosdelO'inoeilodemorraadqlendÍMlll!alaCOllttllllad6ninlrllcelularde<:tl•; 

a decir, mDlftnlroll la P'tf'íedad que c.racteriza a los anainas. Por OlnJ pone, se 

caracterizaron dOlf protdnas c.nu:urlsliais dt!I t!Spf!l7MIDZOidt: dt:I cobayo con Mn: 42 

lcDa y 66 /cDa); la primera taro un componamie1110 tfpico de anaína ya que, se uni6 

a llu manbnltuU plasm61ica y acrosomal ouma de manmi dept!nd~nte a la 

concenttuci6n de a1kio, la squnda, de 66 /cDa, aunque fue rrconodda por un 

andcuoponwnoclonal t!SJ1f!Ciftco para la anaina VI, no ptr#nl6 la propiedad de unirse 

a las membranas de manmi dept!nd~te o la concent1r1ción de calcio. Esta aJtima se 

encontró asociada a la membrana plasm41ico del espmnatozoidf! y no se St!poró de ella 

por ITatamiento con EGTA. Se confinnó la localización dt! la protelna sp42 f!n la rrgi&i 

acrosomal, y se delt!nninóque aporrlllemenu se encuentm entre la mf!mbrana acrosomal 

~ma y la plasm41ica. Adem4s, se realizó la detección de la prote(na sp66, la cual fue 

localizada en el acrosoma y en el flagelo. Las pro1einos p31/33, pSO y sp42 no mostraron 

rracci6n positiva a los anticuerpos monoclonales (comerciales) anti-onexinas 1,11,W y 

VI. La protdna sp66 mostró reacción crnzada solameme contra el onticuetpo anti-



anailta Vl N11estros rrs11ltados s11gie~n. q11e sp42 p11ede estar inVolucradll m 111 

racci6n 11etm"""'1 por"' localiuei6n m 111 ~ acrmomal y su e11pacidad de unine, 

de llWltlll dq1endimte a 14 conallll'aci6n de calcio, a las membranas plasm4tica y 

llDmOlfllllakmo, pmnantcimdoaW.poralllblttmt, si sp42 a rtalmtlllt un mitmbro 

de 111 /11milia de las 11nailtas. Por otra pane, la protefna espenndtica de 66 lcDa, aunque 

fw m:anocido por el olllkuelpoapeclfico p11111 lo anaina J11, tuw.> un componamimlo 

~ '1 ""fNndAn ""/w ""°""""' en es~ llrlbajo. 



INTllODUCCION 

El apenndtozoidt o ,.fMIO masculino a 111111 cllulo allamentt diferrnciada tn 

tStlUCl141rl y {ulfd6n y a ti pmtbu:to dt t. IJOIMIOfintsis, plOCUO que ocurre en los 

l6bulm «mllliftMJ de lol leSdcuW del mocho saualmtflle madlllo (Edtly, 1988). 

Morfol6fit:amtllk, ti espmnotozoidt ts una célula at.'fgflda que mide hasta 60 

micrdmttrm de IOfllilud (Fouqutl, 1992), UITUctu"'1mmlt tsl4 otganizado tn cobull 

y calll o /ltltJt!lo, unilllu mft 11 por ti cutllo. La c'lulo ut4 cubiena por la membnuso 

~ (Albera y ca( lft19). A• W% ta aaflair lt! 6'ú C!ll ._ ,.;-: 111 ,,,uJn 

ot:rrMomal con .su ~o ecuatorial y lo rt,wn postacro«oma~ mientnu que el flagelo 

11e dilliik m: pinll mÑill. pina pñltdpll y ,._ JNI (Flg. lJ. l.11 co'-8 tlt!I 

~rozoide del lwmlw mide de 4 o J micrdmt!ITOI de IOfllilud y de 3 a 4 microme

om de oncllo, lo /amfll y ti tamo/lo dt"' ca~ a co~IVtica de la aptr:it (FouqUd, 

1992). La coba.o del apmnotoz.oide al4 con.stitulda por el núcleo que condene al 

mllll!IÍlll tJt!nidca ~con.densado, el o~~adn lolllas lD'CÜJtl onterlorrs 

del nAclto, ciloplasmo y compor¡ellks dtl citouquñtto (Eddy, 1968; Auslin, 1982) 

lnicialmtnlt! cuando ti espmnotozoidt ts libtmdo o eyocukulo, no pueden 

fmilüor 111 mulo, sin tmbatgo cuando pason por ti tracto reproductor dt la htmbrri 

""'1ultrtn la capacidad dt fmilizar, o t.Slt proceso se lt denomina capacitaci6n (Auslin, 

1981). Durante este proceso lt ocurren uno 11ttit de cambios estructurriles, subcelulares 

y moleculares q11e habilitan al gameto como espermatozoide fertüizante (Yanagimachi, 

1988); dtntro dt t!SIOS cambios incluyen modijicacwn, rtdistribuci6n o p'rdida de 

1 



FALLA r::: ORIGEN 

Pleu ••· ...... , .. 

Fipm J. Morfologla gennal del espermatozoide de mamifero tnQStrando las diferet11e:r 
atlUctunu que los constiluyen (Fawcell, 1975). 



proldnas del plasma epúlúlimol y seminal que ocurrtn en la supafick del esptrmalo

zoide eyiiculado. Llu ftlidencio& que apoyan lo anurior son el reconocáMlllO neg¡UiWJ 

poranlit:unposanli-plasmaseminal en los apmnalOzoúla capacilados, en comparacidn 

can /0$ eyticuladOlf. De i8fl'll mmeni se observa"' pirdida de glicopro1dnos epididimales. 

En e:rmdio:r con /«tinas, se ha llqado tambiin a la concl1t:rión de que la memflnina 

plaS1Mlica del upmnalOzoide se allnu durante la Cllp0Cilaci6n (O'Rllnd, 1982;" 

Llmglai.s, 1985). Olro cambio únponllnle a nilld de mambmna, que ha súlo, relacionado 

con la capaci1aci6n es relatiWJ a un inlm:ambio de lfpidos, talts como la /o.s/alúlil colina 

y el colesierol; lo cual induce la due.stabilizacwn de la monbrana y una pmneabUiáad 

int:nmDllada al calcio, que a su wz promueve la fu:ri6n y la reacción acrosomal 

(Yanagimachi, 1988). 

TlllllO d melOboli:rmo enn,¡tlit:o ozidativo como d glkoUlko. se ha dacrilo que 

se incmnmlan con la Cllptlcilación. A:rl mismo, el moWnielllO dd apmnatoz.oúle se 

l'llelve mb mlrgico y de airuclerfMica:r singularu, al cual :re k denomina moWnielllO 

hiperoctivado, que se su~ ayuda al uptrmatozoúle a w:ncer las ban-el'llS ftsica:r que 

el 6vulo p~nla como cuniata m4s inlema, la zona pelúcida. (Yana&Unachi, 1981). 

Una .wz que el upermatozoúle ha súlo capacitado esta listo pam sufrir el :riguienle 

proceso; la exocitosis acrosomal esto es en respuesta a moliculas que se asocian al óvulo, 

pemlmndo la zona pelúcUla, y fusionane con la membrana plasm4tica del óvulo. 

Aunque estos ew:ntos ocurren usualmente en el tracio reproductor de la hembra, el 

desarrollo de sistemas que promuew:n la capacitación "in vilro• no se hizo esperar, la 

manipulación "in vilro" la cual ha hecho posible el análisis más cuidadoso de los 

requerimientos del uptrmalozoide para desa"ollar la habilidad para fenüizar al óvulo. 
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Al igual como se ha observado •;,. vivo", ti tiempo m que el tsptm1111ozoide ttq~ 

pllllA su copacilllci6n 1111"4 con la apecit, 1 h ti aptf7111llozoide del Trllón, dt 5-6 h ti 

del ser humono. Tam/Jiln ha sido apallltlt, qut loll apmnarozoidu de uno mÍlmil 

_,,,, no logran su capociración al mismo tiempo. Algunos faclorts que controlan o 

t1/ttllln la capociraci6n son: la ltmptTrJtura, 11t1riacionts individuales, los coTnpOMlllU 

dtl m«Jio, ti pH, lo osmoloridad y tambiln el ori«tn dt los apt/'7111lrozoidts a capacirar; 

a decir, si - obtenidos de loll conductos dtl macho (cola dtl tpidúlimo o dt conductos 

dtftmtla, o bien,_,.,.,. de lo eyacrdaci6n) (Yanapnachi, 1988). 

Apanntemtn#m la capocúacióndtl upmnatozoidtpanicipan todas las ttgiona 

dtl ITrlclo rtprod11ctor ftmtnino. En ti útero dt la coneja se han capacitado 

apemwlozoida dt diftttnlts up«iu. &to l/el!O a dos considtraciona: qut no f!Xiste 

- apecljiddad dt uptdt y que ti IÍltto podrla ser ti sitio de la capaciadad natural 

Se ha ~ que tanto ti maco cemca~ como las secm:iones del oviducto 

COlldyuMon m la aipocúación dtl tsptm111tozoide; y poro algunos aUJora este iUtimo 

dfFno puede ser el prilldpal sitio de capocit4ción (Btdford, 1983). 

El acrmoma u """ esl1Uctum en forma dt saco, que se enclllntm delimitado pOI' 

sus mOnbrontU, la acrmomal exttma (adyacente a la membrana plasmática) y la 

ocrosomal inltrna (cttrana a la envollum nuclear); su conunido o matriz se compone 

principtllmenrt dt enzimas de naturoltza hidrolilica, las principales son la hialuronidasa, 

la acrmina, las fosfolíposasA y C, catepsina D, la actlilglucosaminidasa y otras m4s que 

paniciptln en la degradación de las envoltums del óvulo duronte la fmüizacüm (Eddy, 



1988; Austin, 1982: Yanagimachi, 1988). Estas tnzimas son fibtradas cuando tsptrma

tarzoide u tncutntni muy urca dtl 6..ulo, mt!llianlt un proctso llamada rraccl6n 

acrmomal (RA), tn ti cual la membrana plasm4tica se fusiona con la membrana 

acmrt1frllll attma m núdtiplts sitios, /onnanda 11Ufculas lúbridas, que se pienltn, 

qutdando apuesta la membrana acrosomal intema sobrt ti núcleo (Spun,U. y col., 

1992; Glander y Haustm, 1987). La parte posterior dtl acrosoma, llamada sqmen10 

«lllltorial y la tqi6n pos111crosoma~ qutdan intactas dupuú dt la rracción acrosomal 

(FGM:d, 191JJ(Ff« 2). Fruu:ionalmenu utas rr6ÜJnn son imponan#s, potqut son 

consúk"""'8 como los sitios principafmmte rrconocidos por la membrana plasm4tica 

MI dMllo pom lltwlr a coba la /milimci/Jn (Glanúr y Hausttn, 1987). 

S..,,._. /rlltdtlMl •,. rwd4ff m sal 

Lo rracci6n aCIOfomal tient dm fundona principales: 1) ayudor al 

apmnatm:oide a pasar a tnit!Ú dt las mvollunu dd 6Mdo, mmian# la liboacidn dt 

mzimas llidrolllicas y 2) Fr"'ll'nizar la lllt!nlbrana plasm4tica a niwl dt la rqi6n 

tcuatoria~ pmnitimdo la aposicWn dt silios rraplOra qut rrconocm a la membrana 

plasm4tica dtl óvulo, pani fusionarst con tila (Yanagimachi, 1988; Talartzi.s y col., 

1993). 

¡,.,,,..,,...,. ___ ~ 
St considera qut ti 6mpula dtl olliducto u ti sitio dondt st lltva a cabo la 

/milización y adtmás el sitio principal dondt ti upermatozoidt sufre la RA. Entn los 

indUctorr.s naturafu dt la RA st mcutntran ti fluido folicular y ti cummulus oophurus 

5 



FALLA DE ORIGEN 

Fipnl 2. Cllbaa dd upnmatozoide mo.ttronáo 1"" difarnta ptU08 de '9 ~ 
11aofOffl4l. Cdpmlo acros0trf4l (CA), mmrbrona oCJ'lllOfrllll ÍlllDM (MAi), 
mernbnlM acrwantlll atenM (MAE). rukleo (NUC) y membtwNa p1lumMica (MP), 
a) mlJem Jel upmn11tozoidc intacto, b) fusJ6n de "' MAE y lli MP m difuentu 
,,_,,,., e i1ít1r1 4e 111 ~ del conunido acrmoma~ e) fomuu:i.611 de llu __,_ ""*' y /11 '°"" 4ipnü M ~ ~ llJ Cl9lial M 
c+=w• oide 4t:lpuls de ,14i RA, parte de la MAE pmmec"imle fil #gmDllO 
«llMOrial pmrumece dapuis de Ja RA (tomado de Fawceu, 1915). 
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que induce la RA In Wlro, m IM esptmrDtozoidn de l'llrias uptcles (LW y Meiul, 1977; 

SllllllZ y col., 1985; Sidllll y Guanaya, 1988; Sihtri y col., 1988). 

Al poncer son IM tlicosaminglicanos (GAG) pmelllU en el cummulus los que 

estimulan la RA m apmnotozOidu (Lenz y col., 1983; Petason y col., 1978). Tombiln, 

la heparina y d condroüin sulfato, componmlesdtl cumm11/11S son efectims para indllcir 

la RA (Def&ado y col., 1976); ptua la Mparina aisle un rrcqwr upamddco sobre la 

membrana pfosm4tica dd upmnatozoide y la uni6n u drpendiente de cr•, pH y 

tmrperalllm. El m«ani.smo de acci6n propuesto, para los ,tico.raminglicanos en la RA 

u d de In atimulacüln de las enzimas de la supaficie uptmr41ica rrqutrillos para la 

RA (Perterson y col., lf118; Lenz y col., 198J}. 

P« aira parte, de la zona ptMcido se purificó una protdna de 80 kDa 

denombuula ZP3; isla u una glicoprotdM de l'llGllÍZ que u sinulizada y secrrtada 

por el OWJdto en crecimiento (Bleil y Wa.uomaan, l~ 1986 y 1988). ZP3 juega un 

papel muy impanante durante la fmi/ir.acWn, ya que ha sido rrconocido como un 

inductor de la RA, de 1o$ espmnatozoides dd rat6n (Bleil y W1WOnnan, 198()). 

M 1m•• • 111 uoeilosis :¡ • lo ntia:i4ft aert#Oltllll 

La exocitosis es un proctso de secreci6n, en d cual el contenido de los grdnlllos 

secrrtorios u liberada. Dwante el procuo, la membrana dd grdnulo se fusiona con la 

membrana plasm6tica, seguida por la descarga del contenido granular hacia el espacio 

atrocelular (Zaks y Crtlltz, 19'}0). La aocitosis ocurre en llna variedad de tipos 

celulares, que incluye desde organismos primitivos conw los protozoarios, hasta células 

altamente difmnciadas como son las células endocrinas y las neuronas (Sontag, y col, 
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1991). 

El mecanismo de lo aocitO<JU lul sido ""'Y IMn definido y comienz.11. con lo 

sfnlaü de las protelMS de secm:wn en los ribosomas del redado mdopl4smko (RE) 

(Bulclier; 1978). Llu proldNu morin al lumen del redado mdop/4smico y son 

l1rUUJIOffadas ltada el apoMIO de Gol&i por deri1111ciones del RE (Kelly, 1985 ). 

En el aparato de Golfi las plfJldnas son modijü:tldal, con«n11'11dlu y ~tadlu 

dentro de veslculas membrrmalu, y libmulas como brotes del complejo de Go/ti, 

qwtlaNlo lisw peta sufrir aocitosis (Pollard y col., 1985). IA ~ bdsica de secrecwn 

a 6Í1rlÍlllr m muchos 'Í'Qf celulares. Sin ~ pude variar en dislinlas elllpdS 

apedfiau. Es par ello, qiu lo xcm:i6rt se ha definido como de dos "1as : una llamada 

secreci6n constitJllillO y 0'1'll rquliula (Kelly, 1985). 

LA searci6n constilutiMI se caracterizll por que no necesila de un udmulo 

Ottnl«lu'4r para que OClll1ll y pon¡1# • da sút la ÍllUIWnCÍ6ll de elllpOS, como el 

~ o almacenamienlo del material de :iearcilm, adem4s de que el 

aruuport.e acune en un periodo corro. En COlllTIUle m la :iearcwn repJada, las ctmlas 

~torios (de gl4ntúúa.s exocrina& y endocrillas) requiemt de un inductor extenso, por 

ejemplo una honnona o un neurotransmisot', para libuar su contenido en un peñodo 

~ IAs ctll.das que tienen s«r«Wn rtgulada prtsellllln vesículas, cuya cubierta es 

caracJLmticamente electrodensa y en su interior almilcman el matoial de searcl6n. Una 

wz llevada a cabo fa secrrción, estas ctlulas sintetizan y almilcenan nu&ammte 

productos secretorios en vesículas, cuya "'1a mf!dia es torga (de varios dlas)(KeUy, 1985). 

la secreción ocurre solamen1e cuando el ni~I de uno o varios segundos 

mensajeros imracelularts es alteTOdo; por ejemplo, un incremento del calcio libre 
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intracilopl4smico, ti cual u consúlenulocomo 111 principal u/la/ poro que se lleve a cabo 

111 aocilosU. Se Isa l/Úlo que 111 oocilosil pualt ser dir«lllmentt aClivada m cilu/4s 

pmntabilizadas medialllt un incmnelllO dt calcio inlractilllllr; sin anbalfo otros 

/actottl, ta/u como "'proulna cinasa e y"' /ibaacWn dt 4cido araquúl6nko putden 

tambiln activarla (BUIJOYM y col., 1991; BUffOY"t y Motgan, 1992). 

Dura/lle 111 aocilOlis rrgu/llda /iay una serie de evtnlDs FMdiados por 111 pruntda 

dt ~como"' ¡HOU(NI G y amala de calcio. La protdNI G pattidpo en los 

stflalu trannnembranales que se llevan a cabo m 111 superficie dt la mnnbtana, úto a 

navú del si8tana aiorWta/rtttptcw-prottlna G 111 cual actí"" a un eftctor ya .sea enzima 

o canal (Undtr y col. 1992). La fase illicilll del proceso (seilal tJlllrU:eluloT) llace que el 

rrcqllCW utl listo ptua duotpnizar a 111 mmtbrona, ato a a naws de 111 activaci6n de 

la /os/o/iptuo C, que cata/ir.a la hidr6lisis de /aifatillilinosilol ( IP) eon1enido tn la 

membrana plasm4dca a dos produclOlf menora: d W.~ (htP3) y diacU

glkool (DAG) m cantidadtsequimolllru, incremtnt4ndmeast la concennaci6n dt estas 

dos molkulas, las cualu m tumo activan dos ramas de uta ""1, el merabolismo dd 

inosilallri/mfato y ti da 1,2 DAG (Mtlle y R°"lu, 1993). &tos componentu aaiían 

como squndo.r mensajnw; por un lado el IP3 putde ser /os/orilado por una cinasa 

tspecf/icil> y con1ltrlirlo en 1P4, el cual u biológicamente activo o puede ser 

dtsfos/orilado a 1P2 (1,4 bifosfato), que no ts biológicamente activo. Por otro lado el 

IP3 libtta aclusivamcntt calcio stcutstrado en Ttstrvorios intracelulam; como 

1tsultado de lo anurior; se produce un inc1tme1110 del catión ~n el citoplasma, el cual 

se une a protefnas citosó/icas, principalmente a calmodulina /omwndo asl el complejo 

calcio-calmodulina, que activa a protelnas cinasas para llevar a cabo la fosforilación 
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de otras procdnas. La fo.rforilaci6n puede iniciar una rrspuala celular, como u el caso 

de la secrrciljn de aldos1erona (Rllsmuum, 1989). 

En el caso del DAG, úle acliva a la protelna cinasa C (PKC), y ser fas/Otilado 

y con~ a dcido fo.rfalltlico, que u un imponanle úuermediarlo en la sln1uis de 

fosfatidilinosilol difo.rfa10; o puede ser desacilado por una lipaso, la c11al liÑta a su wz 

dcidoaraquid6nico, que u 1111 pm:ur.rorde eicosonoida (a~ntu allamen1e{usoglnieo1). 

Ptw ot10 lodo se ha ..,;do que en amencia de PKC la {unei6n del DAG en la 

~ aaosomal en los upmnatozoldu (Haniron y Roldan, 1990; Roldan y 

Hlll'fÜOn, 1990a; Roldan y Mollinedo, 1991), u l) /a de pro110t:ar la aclivaci6n de la 

fosfolipaMJA, (PLA 1) que a sr1 \>eZ hidroliza los fosftftidmcoruenidos en la membnma, 

y 2) /a ~ lk a~nleS fusollnicos como son lol liso{osfo/lpidos y el dcido 

llftl9ldddrúco, que son •llamarte fusolhdcos, e iniciar /a fusi6n de las me(flbranas 

.,.,_ "' t!1COCilosis (lhugayne y col., 1991 ). 

Como ruullado de la COICllda seílaloda de eMrlllOS, se lkva a cabo /a fusi6n de 

ltl.r membnmas; lin embatfo se ha considetado indi.rpmsable, que previamenie ocunp 

M ...,.nir.llciál (fll(JIUID) de fi/amenlos de aclina que forman pone de una red 

Sllbconical para pmnilir /a {usi6n de las membnmas (BwroYne y Chtek, 1987), ule 

paso pudiera u1ar rrplado por Olrru faelatts como una proldna denominadll 

escindenna (Vua/e y coL, 1991) y el AMPc (Pmin y col., 1992). 

En la RA, los mecanismos por los cuales se dll el incremenlo de calcio en el 

dioso/ no son aún bien conocidos. Se manejan dos leotfas: l) que /a enllllda del cali6n 

a tm-Ws de la membrana es la consecuencia de un cambio en /a rrlación colesie

rollfosfo/fpidos. Debido a la plrdida de co/es1erol, cambio q11e sf oc111Te dumn1e la 
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copacltacl6n del npemr11tozofde, se produce una mayor permeabilidad de la membrana 

al mido (Yana,U.chi, 1988; Flomwn y col. 1989) y 2) acauilmeme, se supre la 

presencia de canales de e11kio deperulimtes de voltaje en la membnma del 

apmnatozolde, que pwlimm ser aclilllldos fHW la proufntl ZPJ (Flomllln y col., 1992). 

Durante el proceso de la RA, en los espermatozoides se han encontrado tres 

squndOiS mauojaos: lnPJ, AMPc y DAG (Tash y Me.ns, 1983; Roldan y Harrison, 

1988; H11rrisan y col.,1990 ). S6/o para el DAG se ha su,erido funcWn, la de 11ctivar 11 

la /os/olipasa A 1 (PUz) (Hamson y Roldan, 1990; Roldan y Hamson, 1990a; Roldan 

y Mol/int.do, 1991). Otro factor relacionado con la t!JCOCilosis u la protdna cinaso C 

(PKC), 1111111/1« su praencill m los apmnatm.aida de los wwmlferos no a clara, ya que 

la mzbna :s6lo ha sido encontrada m apmnatozoida del ser humano y dd camero 

(Roton y coL, 1990), pero no m el de otra.r ap«iu (lt4muer y cenia) (Roldan y 

Hatrison, 1988, 1990a). Asl mismo, d 11n4lúis de la 11ctividad de PKC. ha mo.urado que 

a muy btlj11 m los upamatozoidu de las especia que la prue11111n. A puar de bto, la 

mzimll hll sitio relacionada con los procuo.t de RA y la molilJdad fla~r, en IOiS 

upmn11tor.oldu de los seru /u.- (ROlem y col.., l!JIJO), dOllde la PKC ha sitio 

localizada m ambas regiann, m la regi6n acrosomal y m la f/a~lar, y en los 

upermatowides de los bovinos, donde ha sido localizada s6/o en las regiones acrosonuú 

y postacro.somal (Brdlbtlrt y coL, 1992). Adem4s el hecho de que activadoru de la 

PKC, como los b~ru de /otbol y el DAG, incrementen el inicio de la reaccwn 

acrosomal, apoya la panicipaci6n de la PKC en ambos procesos (úe y col., 1987). 

Entre las proteínas que modulan las acciones del calcio y que han sido 

relacionadas con la exocitosis regulada, se encuentran la calmodulina (CaM) 
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fKopelkina-Tsibo11kido11.v IHliconstantinos, 1989; Hem4ndez y col, 1994) y las anexiluu 

(:z.Jr.I y Cmuz, 1990). La {unci6n SU&trlda para utas últimas protehuu u su 

ponkipaci6n en la agrrgaci6n y fusión de las membranas (Crrutz, lfJ92; Lydlln y 

O'Dlly, 1993). 

La anainal "°"""""'°de 13 proulNu (tablo 1) con una Ull'Uctura allammle 

consawda, poseen 4 a 8 dOlflinim allamenu CDllSDllGllos (8 en el caso de la anexina 

VI) (f'il. 3), y pos«n de 60 a 80 aminotJddos tqJelidm umcialts paro la unwn de la 

la pn1/llJltll • tt. /Mfollpidt111 anionicos de manna dependiente de Cal.. (Geisow y 

Walkn; 1986). Sus pum moleculatts \lañan entre los 30 y 70 lcDa (Kuijpm, y coL, 

1992), y .ru coractemtica coman u la de poseer la /llJbilidad de asociarse de manm1. 

mw.rible, 11 lar /Oif{ollpidOI de la bicapa lipldica de la membrana «lular, dependiendo 

tk l jactom prlndpalmenk: 1) tk la concenlNd6n de calcio libre intmu/ular y 2) de 

111 compmici6n /Oif{olipfllica de 111 membnina (Pollanl y col, 1987; Papahadjopoulor y 

c:ol., 1990). 

La primer anaina dat:Ubima fue la :rúraina (anmna VII) por Cmm y col. 

(19'18), quimu la obsmoaron en las cllulas CTOmllfines de la midulo adrenal. &to 

anexinÍI promueve /a agrrgaci6n y fusWn"ill rilnl" de los gnJnulor seetttOIÍO!l de las 

dluhu cromajinu. y los eventos pa~cm ser similares a los que oc:WTrn dumnu el 

proceso de secm:wn normal (Zaks y C~utz, 1990). Los miembros de la familia de la 

anexinas poseen una tsllUclUra fonnada por 2 regiones esenciales: un tallo con sitios de 

/oeforilllci6n y un núcleo que colltiene los sitios de uni6n al calcio, /osfollpidos y 



elnnmlos del citoesqueltto (Glenney, 1985 y 1986; Joluwon, 1986). 

Las anailuu se tncumtmn ampliamt:Ne disnibuidas, y han sido aislados de 

varia.T tejúlm y tipo& celulares de varias especies animales. Se han aisla® de la mldula 

adffnol, ~bro, hflado, d"'1iu q>ile/iales intestinales, dlulas epiuliales de la gl4ndulll 

mamaria, aana, nubculo esque/itico, comz6n, linfocitos, neUIT6filos, placmta, bazo, 

pulm6n, paradroides y ttstkulos (Zaks y CrtUJZ, 1990). Para este l"l{IO de protefnas se 

ha propuuto que desempdan un papel muy imponante en una variedad de p~sos 

cddores 111les como: el crrcimiento celular, accú1n a111ilnflamotoria, organizaci6n de los 

dominio11 lipfdicos y del citoesqueleto y en la rtgulaci6n de la t:XOCilosis (Zaks y CrmJz, 

1990: Cmuz, 1992). 

Se ha obsemulo que alpnas anoinas se encuentran localizadas en el citoplasma 

de la dlula asl como en 111 nwnbnma plamuJtica y alpna.r vecu asociados al 

citoesquekto (Geisow y W«lker, 1986; ~y Weber, 1984; Edwars y Booth, 19.81 y 

Glenney y col., 1981). Por su locaüzaci6n en lo cllula y su capacidod de unir calcio se 

ha sugerido que las 11nainas pueden estar involucradt11 en la rtgulaciát del lflfjico de 

membrana durante lo endo y la exocitam en interacc:i6n con lm compoMntes del 

citoesqueleto <Ge• y Weber, 1984; Geisow y Walker, 1986; Fava y Cohen, 1984; Drust 

y Crtutz, 1988 y Nalwta y Hiro/wwa, 1990). Aunque la prt11encia de la ane:rina VII y 

otrus anainas es rrlevanle en fracciones celulares, o en la 11tClndild del aparato 

seerttorio, lsto s6lo nos provee una tllidencia cin:unstancial de su posible panicipaci6n 

en 111 exocitosis, proceso dependiente de calcio. 

Se han realizado algunos es111dios con liposomas y se ha observado que por 

ejemplo la calpactina I es hábil para agregar los fosfolfpidos contenidos en los liposomas 
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de manera dependiente de calcio. Estudios rtcientes comprueban que el complljo 

colpactina / (complejo que conlime dos cadenas ptsodlu de 36 KDa y dos cadenas 

~de 11 KDo (Erilcson y col., 1984; Gem y Webu, 1984; Glennq y Tac/e, 1985) 

pwde pmmovu la fusi6n de los grdnulas stmtotios entre s~ a concmtmcioMs 

mü:romDlatu de cakio, en presencia de 6cido a1T1quíd6níco (Dnist y Creutz, 1988) . 

........... ~ 
.se.a pacos las Ollldiall que st han ttalizado en ttlación a la presencia y 

localizati6n de las anoinas m los espmnatozoidts. En estas estudÚAf se 1nfJltl6 que 

1111 ~tilllU dtl almtrr1 porttn Ira tipos de anoinas: las denominadas tipo /, 

11 y VI (Ftinbtrf y col. 1991). En las erpmnatozoides madlUW de "4msttr, del ser 

""'"'1M y del camero tombiln lflt obsmi6 la p-ndil de las tro anainas antes 

mtlrdonlMlos (M001t y Dtdmiul, 1982; Bmuti, 1988; Ftinbrrgy col., 1991), las cuolts 

fwron laallizadas tn las ~ pmtacrosomal y /1a1tlar. mimtnu que en ti 

apmnatozoidt del bollino lflt hlln encontmdo s6lo dol1 allDIÍlllU: una de J.S /cDo 

(conocida como caltlectrina de 325 lcDa) que fue localizada en la.rtgí6n acrosonial y 

111111 anaina de 67 kDa (anexina VI o caltltctrina de 67 kDa), que fue localizada tanto 

en la región acrosomal como en la flagelar. Los autorts anus mencionadas sugierieron 

la posíblt parricipación de esuu protetnas m procesos tales como la moúlidad fla1tlar, 

la ft11ilización y la RA. todos ellos procesm dependiellles de cakio. Sin embargo, por 

.su localización celular, s6lo en lm apttm1Jtozoides del bovino podrtan estas anaínas 

estar relacionadas con el proceso de la RA. 
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Justijkaci61f 

Cruz Trrjo en 1994, moslldqueel ~unoidede/ cobllyopos« dos proldntu 

umejtlnus 11 llu 11noiluu y 111& dawmin6 sp42 y .tp66, ambas fueron de1eellllltu m el 

atrot:ta de pl'Oldlttu 1a111les de ~l«Dida y m ltU vulcllllls de 111 lla«i6n 

acmsomal (YRA). Sin embaqfo, pOI' inmunofluottcencia en upmnatozoidu llCibl 

ob*1tidol y m los copacitlldo.r se detect6 a spfZ ~en la llgi6n op/all del 

aCf'DSDfn.9, mÍOl/IJU que la protdna de 66 lcDll no pllllo ser de1ecU1da en la d""'1. Por 

su ~ Je su&ifi6 que lp42 podllll ª"'' wlaciolroda con la RA, lo f1U se Jlio 

tq1UJOllo p IOJ cambias que ocunia'on m 111 localizacWll de la protefna, de la parte 

apit»I del acrosoma 11 todo el ot'fllnelo (acrosoma). poco antes de la RA; adem6s, pOI' 

d lt«lto de f1U spfl fu.e libmulll d111r11t1e la RA en ltU vulculas corrapondienla. 

C- ,,._ m IOJ ,,.,,,,joslNlimdas m Miliar tfH;w a"""1a, m lm que se muan 

111 ponk:ipllci6n de las anainos m d procuo de aacitClllU, considenunos que por "' 

/omB-ri6-. ambo& pl'Oldnlu lfl'fl y ap66 (pariblo tutailuu) de /m upmnatozDida del 

~ podrlan atar patficiptlndo duniltle la RA. Por lo a~ x"""'4o, ate 

tnlbtljo fw mfoclldo hacia la cam~rillld6n de ambu pmldnas, apeclfiaurtnue a 

invud&or si istas prrsenlan carRcledslictu que 111& pudimm cato/O/Jfll' como anainas y 

su posible iyfaci6n con la RA. 
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H1'°TESIS 

Si "1s proldntu ip42 y sp66 timen C11racterfstictu similom a "1s anainos, pOI' su 

louliZllci6n m lo ~ del llCIOlomo; con.sideramm que podñon alllT }llflllfllo un ptl/NI 

muy únponanu m lo rr,ulocilJll del pl'OCUO de 14 rucci6n acmwmoL 

011/BTIYO GBNBRAL 

Determinar si llu proulnos ild espm1111únolde (sp42 lcDo y 1p66 kDll) y 14 

p31/33 lcDo del tudculo del cobayo tienen la copacidiul de unirse a biomembmNU de 

_,,_ deptndlmte de calcio, lo C111t1cterútico principal de llu aMJdnos. 

CJ Detmninaci6n de la capacidad de uni&I de llu pro1túuu, p31/33 testicular, sp42 y 

sp66 espmndtica, a biomembmNU. 

D) Caracterizaci6n de llu protelnas p31/33, sp42 y sp~ mediante anticue'T'o.r 

monoc/Ónalu comen:lalu contra llu anainas I, 11, W y Yl 

.'·'·". 
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MATEIU.4L Y METODOS 

l'rlriJlollriM • _._,, 

Lll pulijicacidn de llu protdnlu p31/33, p42 y p66 se hiz6 a panirde los tutlculos 

del cabll)io, como lo ducrlbm Bandorowicz y colalJotrJdotú (1992) pata lil"""1 de 

cerdo. LO& latlcuWs (1001) funon lwmogeneiz.ados en 200 ml de solución A (ver 

°""""") m {tfo (4°C), aclldonada de dal difarn/a mezcllu de inliibúlaru de 

~ Prlmmunenle con "' macla I el lm tatlculm fueron #tomogmeiz.adOll, 

~ ute hotnt1flentulo fue filtnulo y celllrifupdo dos veces COIU«UIÍWU, 

primero a lS,000 " I por lJ minulos e inmedialammte desp~. el sobtt11111Jon1e a 

39,000x I por J() milultos. El st1Mnadan1e de uta r'lllima cenlrifugacidn fue l'l!cupemdo 

y ~con CaCl1 6.J mM e incubado a tre, dumnte 30 minutos. Llls prolefnas 

pm:lpikullu por d caldo fim'on l'l!cuptradas por celll1ifulaci6n a 39, ()(}() " I por 30 

"""""1s. Lll pastillo fue IUlllpDldida en la solucidn A m "' ~ el EGTA fue 

rmrrplluadopor 1 mM de CaCl1"' iwpensidn se cenll'iful6 a 30,000" g por 60 minulOs 

y ae da«IW d tuidllo. lNn«liatamente dupub d ~te fue dializlldo cOlllra el 

~A (wrapiftdice). 

Lll pwijicacidn de llu anainas se l'l!aliz6 por medio de una cromatogrofta de 

inlm:Ombio Wnico en una columna que contenta l'l!IÍllll mono Q; la columna fue 

tquilibriida con d ammtiplldor B. Se tomaron 10 mi de muutm y se pasaron por la 

columna. Llls proulnas unidas a mono Q fueron eluidiu con un gradiente dl.rcondnuo 

de NaCI ( 100 a j{)() mM) y fueron poslerionnmte 

analizad/Is por SDS·PAGE (10%). 
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El«:ttofornll. 

Pani determinar la purrza de las anaúuu y la« palrotlUprotdcos de las dif~111es 

fraCCÚJllU a llStlf, se nalizluon gela de poliacrilamida (PAGE) al 10% aplicando la 

""'°""en condiciones redMctonuy sipiendo la tknica de Laemmli (1970). Los gela 

fueron tell/dos con plata, siguiendo el mltodo de Momsey (1981 ). 

,_llllldn:eUll • aaiw (Wntmt 61ot). 

Las protefnas sepanidas en el gel se tninsjitieron a membranas de nitocelulosa 

(MNC) como lo describe Towbin (1979). Las liTas de MNC, fueron pmiamente 

bloqueadas durallle lh a 37°C con la soluci6n bloqueiuiora. Dupllú del bloqueo, las 

membranas de nilrocelulosa fueron incubadas dunillle 1 h, con los anlicuopas anli

anaina dilufdos en la soluci6n de bloqueo. Paro ser usada«, el anlicuapo policlonal 

anli-p31/33 se diluy6 en una proporr:Wn 1:200 y los anliampos monoclonalu comra las 

anmnasl, 11, W y Vl en unapropomón 1:5000. El anlkuefJIOfuedelectadoa su vez. 

oon "" s~o anlicuopo acoplado a peroxidasa, (lgG de chi1JO anli-JgG de conejo o 

J&G de COMjo allli-lgG de rul6n, rupectivamenk). Los segundos andcuerpos fueron 

diluidos en la soluci6n de bloqueo (1:10,000), e incubados con las muesws por 1 hr a 

37°C. La rracci6n de los anticuerpos fue ttvrlada adicionando el sustrato 

(diaminobenzamidina)paru la pemxidasa, siguiendo el mltodode De Blass y Cherwinsld 

(1983). 

Obtención di eSJ#nna/ozlJides. 

Los gametos se colectaron por perfusión de los conductos deferentes de cobayos 
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ad11ltos, aplicando 11na solución dt NaCI 0.154 M. t inmediatamtntt las dllllas fueron 

lawda.r J wca por cmttife&ad6n-muspen.ri6n (500Jt1por4 minutos), tn la so/ud6n 

de NaCL La concmlrllcWll dt upmnatozolda fut cuantificada tn una cdmani dt 

Namauer. 

~ ............. 
La purijicackJn de apmnatozolda st hJz6 m ,.,. tpllliente dt Ptrcoll del l!J al 

100% (Monno Fierror y coL,1992). lnicilllmmte u prqHIT6 una soluci6n stock dt 

PtlCOIJ (wr """1tlm) y dapub sobn ti 8'Gdiente u k adicion6 la suspensi6n (l ml) dt 

apmnatowlda m NaCI (200-250 x U11 cel/ml), ti 8'Gdientt st untrifugó a 5,000 x g 

a 4"C dwan# JO minutas. Una va CUlllifu8fldo.r, u rrcuperó ti anillo fomuulo tntre la 

ÜUD{au dt 7!J y 100% ti cual conttnla a lo.r upmnatozoida puros. El aceso dt 

PtrcolJ fut tliminlldo 1'11111""'1 a los upmnatoz.oidt.r 3 Vtct.r m NaCI O. l!J4 M. por 

cenlriflwackJn-mu.rptnsidn. 

lJilMlci4il '* _.._ ,,,,,_.,.,_ "*' '* _,.,.....,,,w,.., cuyo. 

Para la obttncú1n dt la mtmbrana plasnultica st .rquió ti ""1odo ducrito por 

Stojanoff y col (1988). Los esptrma1ozoidu pm'Íamtntt purificados por Ptrcoll y 

lavodo.f, st rr.rwpmditron en ti ~io A, en ti mismo medio st agregó la macla I dt 

inhibidorr.r. La suspensi6n ulular fut ajustada a 20 millonu dt espmnatozoides por 

mi, homogtntizada tn un homogmtizador Ttclcmar, 30 segundos a baja wlocidad (800 

load/min) y 1 !J segundos a mayor wlocidad 9500 load/min). Enseguida la susptnsi6n fut 

ctnlrifugada a 2000 x g por JO min a 4"C, para coltctar a lo.r esptrmatozoidu 

21 



demtnnbrrnuldos. 

El solftn.adlm~ u dMdi6 en dOI potta: IA prúMra fue ultrt1andfllgado a 

100,()()(} x I por 2 hallu y u obluvo el solftnadante o la fraccWll soluble. IA pauilla 

(mmibtanas) oblnlida fue lavada con a1'fmti6uadtW C, ~ con SDS al 1% y 

separada en PAGE-SDS. La segundll fracd6n inkial (monbnzntU en S!Upf!nsWn) se 

m1111111vo a if'C pam postaioru msayos de unl6n de p42 a la membrrlno del 

upmnalOZDlde. 

OtltllriM. _..._ ~ • 1'I nps.. w:,_i (MPIW) ,¡, "1"""'1Jo%0i4n 

.,ealtqo. 
La obtenci6n de la mmrbnuta plasm4tica de la Tf!gi6n acrosomal se Tf!aliz6 

sipltndo d mltodo descrito por Stojanoff y col (1988). el cual fue muy semejank al 

ankriomtenle ducrilo para la mnnbnlna IOIO~ la modlficaci6n consiste en que m lugar 

de utilizar malio A se Uli/iz,6 d medio AH. En ute caso, los upmnounoidu sin 

monbrona plamuUica de la ~ acrosomal fueron cokcllUJos por cenlrifllgaci6n a 

2,000x1por30 nünutos y fijados JHl1tl •"'1isis inmunociloqll/mico con los anlicunpos 

and-p31!33 y anti p66. Mitn1111s que las memlxunas fueron colecllldas por ull1'tlcenlri

fugaci6n (100,()()() x g. pOI' 2 hn), lavados dos veces con amoniguador C y solubilizadas 

con SDS al 1% (concenl1'tlci6n final) y analir.adas por Wutm1 blot. 

Obtenci6n de tnembnutlU t# •rilrocÍID$. 

Las membranas de aitrocltos fueron obtenidas siguiendo el mltodo de Vann 
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BmMI (1984). ~ co/«16 111,,,,.r frtsca de lll!TrS humanos en la soluci6n By se le 

fldidon6 ª"'°"""""°' de snlilnml4ci6n y 111! le dej6 incubando por l h a <#"C. Lo 

111~ fue ceNl'ifut¡tu/ll a 20,()()() " g por l 5 minutm a "'C. se rrlir6 el sobllnadante y 

111! pto«di6 a allYler de las «"""8 la hmwllobina medilllnte un llfllllmiento hipotónico. 

Potr1 ello, a lm eritrocitm se les adicionaron JO 1101úmmes de amoniguador de lisil frlo 

M!F oplndice. ~ rraliZllron MUiGr lavado.r con ate amoniguador ha.ria que se elimin6 

por completo la /tmioslobina. Una wz que los cllultu ya no contenlan hmtoglobina 

fum>n inm«Uotamenle centti/il«tUlas a 37,000" & por 10 min a Z'C. Las mnnbroNu 

de erilrocilOll se Ulilizaron pam hacer d msayo de uni6n a biomembranas, de las 

prutdnlll tf1o anainas obteni411s del tudculo (p31133 y p50). 

U"'611 • ,_,,,.,,... fnlkwlllra, fi"1..,..... • ~ • erilrocilln. 

&k msayo se rraliz6 sipiendo d ml1odo ducrilo por Bandorowia y coL ( 1992). 

A fanlilsmiu de erilrocilol rrciln obtenidos ( 130 11«) y prmammie lavados en el 

amonipador B, 111! les ma.b6 con JO 118 de los protdna.r {pUtrU) p3J/33 y p50 m 

"""11'fi&uador D, por 20 minutos a tonperatura ambiaue m praenda de 0.5 mM de 

CaClz o de 2 mM de EGTA (ausencia de calcio). En seguida fueron lavados por 

anlrifugaci6n a 10,000" gpor JO min, tTrs veces en el mismo amoniguador. La protdna 

unida o lm fanla3ma.r fue elulda incubdndoloif por 30 min en amoniguador E. Lo.f 

fanuumas fueron rrtirado.r por unll'ifugaci6n (10,000 " g por JO min) y lo.r 

sobrenadantes obtenidos fueron analizados por SDS·PAGE. 

1.J 

··' ; .... )cJ, •• ,. ..... •• ,, .,,..., ' ' '" •• \~~ ..... ' ',_ • '"''" • 



U"'611 • "'*'- "P'' 1 fdc r • "'JtW«iM .,,,,.,,, • #WIÜNlfll p/tlrlltlltie. • 

"IJllllAJA>a"'6 tl#I C'OÑ.JO• 

En ate caso # us6 la susptn.ri6n de membraruu tOlale.r, que se oblullieron por 

el mitodo descrito por StojtlllO/f y coL (1988) Ulilizandoel medio.A de homogmeiza::i6n. 

A 11na parte de la mspensiAn de monbnuuu se la adidon61.5 mM de CaCl1 y la 011r1 

pane ~ 1111111tmido con el EDTA 1 mM pmenle en el medio. Ambos muutms fueron 

Incubadas a 4"C por 1 h, dtspuú de lo CIUll ~ron celllrifugadas a 100,000 x g por 2 

hn. La pasdUa fue lavada 3 vecu con anwrtig11ador C y las membranas fueron solubili· 

zodas m SDS al 1% (conttntnJci6n final). lA8 proltillas de la membrana fueron 

corrldtu por PAGE-SDS y IUlll#iz.iult,s par Wattm blot. 

.,_ ... ,.:.,.,,.·,·. 



MBSVLTADOS 

,,,.,.,_tiro aaillu ...... "'*""'., ~ 
En fl"#N:ÚI de do.r difenlllU maclol de inhibidoru de pf'OUtlslU (ver IMtodm), 

se obanvron proldnu del tatkulo del cobayo, de aamrlo con el mltodo ducrito por 

Bartdorowicz y col. (1992), pt11r1 la purijicaci6n de anainas. De la cromatopJfta de 

ilrlm:ombio üJnico (mono Q), cuando se us6 la macla 1 de inhibidott.r de plOletlSO$ se 

elMy6 (ct111 111 soll4ci6ll de NaCI 200 mM) de la co!wnna un dobkte de proldnas, COfl 

paos mokcuJara de 31y33 lcDa (Fi&- 4C). rupteliMlmtlllt. Cuando la mezcla JI de 

inhibidoru de pl'Olt1Ut1$ atuvo prrselllt dut0nte la purificaci6n, se e/uy6 de la columno 

(mono Q) 1111t1 protdna de peso mokcularde 50 kDa (Fi&- 4D). al Mli/izar Wltl 80luci6n 

tk NaCI j{}() mM. La pura11 tkl dobkte y de la proldntJ tk 50 /cDa fue muy a/lo como 

se o6wna m 111 tl«:trofomis (Ft,. 4 C y D, mpectivamelllt), don.de no se tn'tl6 

,,....,.. aow plUldna, a paor de qw d mltodo dt tincmn con plata utiliz4do a 

allammte #"6ible (dttecta ÑUltl 1 ,,, de protdno). 

A panir de 100 g de tejido inicial se obtuvkron: 1 ni& de la protefna 31/33 y 0.5 

"'6tkfl50. 

~ • ,,.,,.,,_ ~ .. ,_ atrodtM • mdclllo , • 

..,.,.~. "'tllllkwr,a Mll.,Jl/JJ 

Las protdna.J de los extractos de ttstkulm dd cobayo fueron separadas por 

PAGE-SDS y tranftridas a MNC, donde se analizaron mediante el anticuerpo anti

p31/33. En el patrón proteico del extracto obtenido en praencia de la mezcla J de 

inhibidoru de proteasas, el anlicunpoanti-p3J/33 ~conoci6 exclusivamente a un doblete 
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Fip1r1 4. Pmtelnas tipo anaina.r putifjaulos de tutkulo del cobayo. Lm eluoto.r de la 
cront1110f'Vlflo m mono Q fu.mm analir.ados en gefa de PAGE-SDS de acuerdo al 
proce4lndmlo de Laaunli (1910). El ruuhado Jt1ico alilaMllloai b ~a 
.......... A: EdlMam de pao llllllecul8r, B: Pralelnas del tejido latiaOar (del 
~de 39,tXNJ z i; Ba""""1wicz y col. 1992). C: Doblet.e proutco Mrs 31/33 
1cDa ea el dlMto de mono Q. El ~o fue plYplllfUlo con la macla 1 de 
lnliibidorrs de proteasas (PMSF 2 mM, PHMB 2mM, p-AB 2mMy benzamidina 2mM), 
D: Pmtelna de Mr 50 lcDa en el efllllto de mono Q. El homogeneizado fue P"P"rado 
con la macla 11 de inltibidoru de prottasns (los cuatro inltibidoru mencionados arribo 
mb pqutlltina 1 pM, aproptinina 1 pM y leupeptina 1 pM). Las protelnas fueron 
ttWIGdasIHWel sistema de tincWn conplalll de Monisey (1981). 
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de 31133 lcDa (Fil- 5C). Míenmuque cuan.dost us61a mezcla 11 de inhibid0rts durante 

la ~cwn dtl tejido, m ti pau6n proteico del atracto, el anticuerpo anti· 

p31/33 rtconoci6 solamtllle a una prottlna dt 50 kDa (Fig. 5E). Adtmds, cuando ti 

anticunpoarui-p31/33 fue prtadsorbidocon un exceso (5 veces) dt protelna p50, no dio 

rtaccwn con ti doblett p31/33 (Fig. 50). 

htviammte habla sido comunicada la prtSencia de do.r protelnas (66 kDa y 42 

lcDa) tipo anainas en ti upmnatozoidt dtl cobayo (Cruz, 1994). Por inmunoblot, la 

dt ptso dt 66 lcDa fue rtconocíáa por Cmz, utilizando un anticuerpo producido conlrO 

una proltlna ttsticulardt 66 kDa, obttnidapoul mltododt Math.twy col (1986), para 

la purijicaci61t de anainas. Sin tmllairo, la localizad6n en d uptrPMIOZDide dt la 

protdna dt 66 kDa no habla sido posible, aunque st cOlllaba m ti laboratorio con ute 

afllicutrpo. Por otm partt, la prottlna de 42 /cDa, habla sido reconocida por ti 

aruicuapo cotura ti doblete proteico p31/33 (obtenido del tndculo) e idtlllificada su 

locoliZllcWn en ti esptrmatozoide, en la rtgi6n apical del acrosoma. Adicionalmente, en 

d trabajo dt Cruz (1994) st habla mmlTrldo que tanto p66 como p42 tran libnudas tn 

/lu vufculas de reacción acrosomal (JIRA). 

NOSDlroS quisimos identificar esptciftcamtntt, si tstas protefnas estaban asociadas 

a la membrana plasm41ica dt la rtgi6n acrosomal y/o a la membrana acrosomal exitma 

o si se mconJllJban solubles en la frucci6n comprendida entrt ambas membranas. Para 

responder a utas preguntas st trabajó con upumatozoidu cartntu de membrana 

plasm4tica dt la rtgi6n acrosomal, qut se obcumron por ti mLtodo descrito por 

Stojanoffy col. (1988). Por i11munojluorecencía indirec/a (/Fl); el amicutrpo a111i-p66 

dio rtaccwn positivo tn los espermatozoides rtsuspendidos en el medio AH ames de 
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,...,. S. l'roldlta8 innumomlctivru de talkMlo del cobayo al alllialltpo anti-p31/33. 
Lar solJwnlldanta de 39,000z1 (BandOMWicz y col. 1992) de /Qt ~as del 
tadeulo obrmidos en presencia de las mncllu I y 11 de las inhibidOttS de protetUas 
(Fi&3). fueron reswltos m P.AGE-SDS (Laemmli, 1970). Las protdnas fueron 
llDIUfrridas a MNC (Towbin y col. 1979). A: &t4tularu de peso mokculor, B: Patr6n 
proteico del lwmogeneimdo le&licular. A y B fueron tdlidos con 0.1 % (p/v) de ne,ro 
amJdo en dcido acttico al 10%. De C a G rtprue111a11 los inmunoblou rtwlados con 
el alllicunpo anli-p31/33, C: ProleÚlllS del tejido testicular (homogeneizado pRpanldo 
con la mtzcla I de inhibidores de proleasas), D. La protelna p31/33 pura obtenido del 
IUdculo, E: Praulnas del tejido testiculor (llomtJIOllldo prrpomdo con la macla 11 de 
inhibldom de protetUas), F: PrOkfna p50 plllijialda de tutfculo y G: Protefna p31/33 
puro m>elada con anti-p31!33 preadsotbido con un w:ao (5 wces) de protdna puro. 
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habo sido hom•nizados para rrtirarks la mmrbrana, u decir. en los espermatozoides 

cOllllOL lA morco jluOttSCente se observó m la rqi6n apü:al del 11crosoma, asl como 

uno jlMorucmcill ptJ/ida en el flagelo ( Fig. 6b ). Sin embargo, cuando se eliminó a lo 

membnlna p/lum4tic11 de lo rr,uJn acrosomol por homogaUzación, ninguno morco 

jluoracl!tlle pudo olntTW1rse m /0$ espermatozoides (Fig. 6d}, usando ti mismo 

11nlicllerpo. No se hizo microscopio eltcndnica de lo muaw. 

Ddn h9d411 • ltl ,,,._lll:ia :J •lo WW M -ilrddn M q4'l a lo _,u,.,.,. 

.., 1u ual ....,,_ ., ..,.rmaltnlJiM MI eo6aJo 

A.qui se plont.tó ti.conocer, si sp42 (q11e a rrconocida por el anticuerpo anti

p3l/33) se mconaaba m lo lllmlbni1111 plasm61ica o .si era capoz de a.sociorse 11 lo 

membrana plamu1tica y/o a lo lllmlbnlllll at:l'Olomal extemo. Para sober si sp42 podla 

IUOdtlne 11 lo lllmlbnlllll acrosomol atema (MAE} se utüiz6 el modelo dt 

aptmWtozoidu dumembnllflldo.r tn ti medio A, (Stojanolf, 1988). En tstos 

uptrWMtozoida dumembrrutodo3 anti-p3l/33 dio reoa:i6n ne8f1tiva. Por Ofrll pone, 

c:ulllldo los esptrtnatozoida dtstnembranados /IU!ron incubados con la fracción 

apmnalica soluble dt 100,()(}() x g tn pmtncia y m ausencia de ca'•, el anticuerpo 

anti-p3Ú33 dio reaccidn positiva sólo en ti primu caso, tn el cual /ut observada marca 

flotts«llle tn la rrgi6n apü:al dtl acrosoma (Fig. 7b), mimlras qut cuando se realizó 

la incubación m ausencio de ca'+ ninguna marca fluoructnte fue observada en los 

apmnatozoidts (Fig. 7d). 

Paro dttenninar si sp42 y sp66 ataban prrsentes m la membmna plasm4tica de 

la trgi611 acrosomal, se aisló especf/icamente lo fracción de membrona plasmdtica 
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~ á Locolizacwn de la prolefna pfJ6 en los espermatozoides sin membrana 
p/lutn4lica de la región acra.fomaL Los espermatozoides fueron incubados en el medio 
AH y fijados anles y dtspuis de ser homogeneizados para relirarles la membmna 
p/lutn4lica par el mltodo de Stojanoffy col (1988). sp66 fue localizada por JFI usando 
el anlicuepo anli·p66 y una /gG anti-ratón marcada con f111orescefna. A, C y E imagenes 
de COllOWlt! de fases de B,D y F respeclimmenle. B. lnmunolocalizaci6n de p66 en 
upmrlatozoides /rolados con el medio AH. Se observa fluorescencia en la región del 
acro&omo y fluorescencia ptJ/ida en el flagelo, D: lnmunolocalizaci6n de p66 en 
espenna1ozoides sin memlwana plasm61ica. Los espermatozoides no muesrran 
fluomceilcia en ninguna regWn, y F: Imagen represen1a1im de los conlroles negali\IOS 
realizados ya sea en ausencia del primer amicuerpo o un anlicuetpo inespecljico. 
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Figum 7. IHtt!cci6n di! la protefna sp42 l!n i!SJ1i!rmatozoides carenli!s di! membrana 
plasm4tica. Los tspi!rmatozoides Jui!ron dumt!mbranados por el mitodo de Stojanoff y 
col (1988) I! inc11bados con t!I sobri!nadanti! di! 100,000 x gen presencia de caz+ (b) y 
en ausencia de Caz+ (d). La mayor fluorescencia fui! observada en la región del 
acrosoma y una muy ligeramenu en el flagelo, en los espermatozoides dt!spuls de la 
incubacron del sobrenadante en presencia de Caz+. No se observa fluorescencia en 
espermatozoides incubados en ausencia de caz+. 
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co'7rSpOlldimtea dicha "gi6tl (Stojatwff, 1988). El medio m el que se s11spendendieron 

y homopneizoron lm espmnallJZOidu Conlenla EDTA 1 mM y Hg. La inmunodeteccwn 

con anli-p66 y anli-p31/33 (se muulPIJ en la figuro 8 C y D), respecliva~fllt. En el 

pal16n proteico de la ~mbnma plamrálica de la rrgi6n acrosomal sólo se detectó la 

protelna de 66 kDa. 

t"trlonlciM • "' ~ • """" • "" "'*lita IGdcutaru p31/33 """,:ro, • 

bio-mblYUflU 

La principal t:11racurúlica de las anexinas u m t:11pacidad de unMn a 

biomembranas de manera dtpenditnle de calcio. Ptlm caracterizar a las protefnas 

plUificadtu del talfculo (p31/33 y p50) x ensayó m habilidad de unine a w 

membrana.r tk erilrocitos. Para dio, las prolefnas se incubaron con IM fanuumas de 

trilrocilcd/MllOtnJlftXllC'Íll._IJllllUtllCillMai/cio.Alflllaproldnasp50yp3JfJ3, 

se unieron a hu membranas m pruencia de calcio, -ya que duran# los lavado.! co

sedimmlaron con hu membranas. Ailonb, ambas protefna fumm separadas de w 

----~dailr::io-EGTA (fir. PByD, mpmi\lamellle). Cuando la 

profáltM fueron Incubadas con los fanuumas en ausencia de calcio (EGTA 2 mM) no 

se unieron a las biomtmbmnas, ya que no co-std~ntaron de ellas, y de las 

membranas, el tratamiento adicional con EGTA no tltlnJjo a ninguna de ellas (Fig. 9 

e y E, trsptclivamente ). 
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Figum 8. Deteccidn de la pro1efna sp42 y sp66 en la mnnlNana plasm41ica de la regiM 
at:fOSomal que fue retirada por mltodo de Stojonoff y col. (1988). A: Est4ndaru de peso 
lflOlecullr, B: Protdluu de 111 membrana plasm4tica de la re&Wn acrosomal (A y B 
j'w1ala ldlitlos con nqro anü4o, F;,. 4), C y D inmunoblou revelados con los 
~ G1Ui-p66 y anti p31/33 respeclivamellle. Anti-p<j6 revel6 una banda de 66 
lcDa y dm bandas de mmor peso molecular. Ati-p31/33 IW TtlWlo ninguna banda. 
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~ 9. Uni6n de las protdnas p31/33 y p50 pwijictlt/a$ del teslfculo a {anlaSmas de 
eribvcilor (130 pg!ml). Estos fiaron incubodas por 20 núnuws con las proldna 
tutk.W.ru puras p31/33 o p50 (JO pg de cada una) en preuncia de ca2• 0.5 mM y 
1"MlllM exhaumvamente. lJupuh de 20 minullJ.f en EGTA, lor {41111Umas fueron 
centrif11gados y los sobrenadantes analizados en PAGE-SDS. Las p~lnas fueron 
reveladiU por tincim con plata (Monisey, 1981). A: &t4ndares de pao molecular, By 
C: Proie'1uu sepamdas por el tnltamimlo con EGTA de las memblrJniu de erilrocilos, 
incubodas con pJJ/33 en preuncia y ausencia de Caz+ rrspeclivamente, D y E: Protelnas 
11ep11nulas por el tmtamienlo con EGTA de las membnlnas de eritrocilo.r previamente 
incubodas con p50 en presencia y ausencia de ca1•, iupectivamente. 
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Yalonrcl6n de la capacidad de uni6n de las protefna sp42 a la nwmbrana plasm4tica tkl 

~Mlcoh,Jo 

Pam conocer si la protefna se unta a la membrana plasm4tica del espermatozoide 

del cobayo en pmencia de calcio, la mnnbmna plasm4tica de upermatozoidu se incubó 

con la fraccié>n espermática soluble (sobrenadante de 100,()()() x g) 1anto en presencia 

como en ausencia de ca1• (EGTA 2 mM). En el patrón proteico de las membranas 

incubodas en pmencia de calcio, el anlicuetpo anli-p31/33 reveló P"' inmunoblot, la 

plll#ncia de una protelna mayoritllria de 42 lcDa y de dos proteinas m4s escasas, una 

de 50 lcDa y un doblete de 31133 lcDa (Fig. 10 C). En las membranas incubadas en 

aUMrlda de calcio, por innwnoblot el anlicuetpo anli-p31/33 no detectó ninguna 

proldno (ff«. 10 D), a puar de que p42 e.rfllro pmerue en la fracci6n soluble (Fig. JO 

E). 

,. w:tb*IM•.....,,,,,.~~------wziw/,11,W;y 

J'/J .... ,,,.,,,.,,,.. 1131/JJ, ,so, "'4l 

Para identificar si las proldnas estudiadas en uk trobajo coittspondfan a alBUna 

de la.r aneriluis conocidas, se dekrmin6 su inmunorraclillidad contra 4 anlicuapos 

monoclonales anli-anexirJaS (/, 11, W y VI), obknidos de casas comerciales. Esto:; 

andcuirpo.s no reconocimin a ninguna de la.r tres protdnas pums (p31/33, p50 y sp42). 

Tampoco dieron reacción positiva con la.r protdntu de los atractos 1a1ales de tesdculo, 

ml1r la.r que se encuenlran, p31/33 y p50. Tampoco la sp42 del extracto de 

espermatozoidu fue reconocida J10' los monoclonalu seitalados. 

Por otra parte, la protefna pum p66 si tuvo reaccwn cruzada con el monoclonal 
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contra la anaina VI; asi111ismo, fue rrtconocida !"" el alflicuetpo pollclonal prq>arodo 

contro la pmutna de 66 lcDa dd ratlculo, C011C«ddNlo con los datos de CNZ (1994). 

Admub, ambos anlicunpos m:onocimln m los patronu proldcos del attacto tOlll/ del 

rudeulo y del apamato1.0ide a una pro1dna de 66 lcDa (Fi[l. 11). 
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l""8 JO. U1li6n de "'protelnll apmndtíca $f142 a la mnnbnura pflum41ica del 
apmtt11tozolde. Lod apmrr11l0Zoillu fueron ~DI as medio A (StojaM/f y 
tol.19tl8)ykmua11D~ ((j()(}x1por30rrlin). A.lsobtfnada111e, cont.eniovlo 
• "" mmibnuttu plamuJticru y a las protdnas solublu, se k alladi6 ca'+ (1 mM) o 
EGTA (2 mM) y se ineubo 1 Is a 4°C. Llu membraNU fueron predpiladas a JOO,()(}() 
x 8 y 50/ulJiliz.od¡¡s m SDS, separadru por PAGE-SDS y tmll.ffaidas a MNC. A: 
~ra tü poo md«ullu; B: protñna de la membrana plasm4tica, A y B fwron 
tdlido.r con M1fO amida, ~ D y E .ron inmunoblol.r Ulilimndo d anticuapo 
allli.pJJ/33, e y D la mnnbnma plasm4tica tratada con d somnadante u 100,()()() X 
8 m pmencúl y m au.rmcia de cr• rupeclivamenJe y E: sobrenadante de (100,()()() x 
8) de lo su.rpensidn de membranas incubadas sin cal•. 
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Fipnl 11. Reuclivillad del onlicunpo monoclonol onli-anaina VI y del policlonal onli· 
p66 o lo J'l'OfÓ1fll tafbMT tü de 6fj kDo y proltbr.tu del apmnotozoide. La proldna de 
66 lcDo puriftau"' del lalkulo y el allOCID total del apmnalowide del coboyo fuoon 
corrid/Js en PAGE·SDS y nanferidas o MNC y rrvdodtu con el ondcuerpo monoclonol 
onli-anaina VI y elpolidonol onli-p66. A: ul4ndaTU de puo molecular, B: proldntu del 
upmn11tozoide, C: la proteúra de 66 lcDo pura,. A,B y e fueron tttlidt» con M610 
omido; D,E,F y G son innuurablou. D: pllOldM de tf6 lcDo moeliulll con el oacuapo 
polida111dMli~ E: pf'Oldna de 66 lcDo rewlodo con el onlicunpo monoclonal anli· 
anaina VI, F: Proteúuu de upmn.atozoide rtvelada con el policlonal anti·p66 y G: 
protdntu del upmnotozoide reveladas con el alllkunpo monoclonal anli-onaina n 
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DISCUSION 

En ate 1'flbajo se purificaron dos prottfnas de diferellle peso molecular, un dolete 

de 31/33 lcDa y una de 50 lcDa oponir de los tatkulos del cobayo, siguiendo una 

metodolofla similar a la usada por Bandomwicz y coL (1992) y usando diferenlU dM 

madas de inhibidoru de proltlUOS (wr milodos). De ato se obtuvieron resul111dos nos 

pmniten suponer que el doblete p31/33 sea un producto de la degradaci6n de p50, lo 

anutkw se w apoyado por la fume mzclividod de pSO al anlicunpo allli-p31/33. Lo cual 

concuerda con los resullado.s obtenido.f por GlenMy (1986) y Gknney y coL (1981), 

quiena dutDnte la punficaci6n de anoino 11 (36 lcDa) enconlraron un producto de 1SU 

dtp¡daci6n (33 lcDa). 

Pam calll/ogar a las protefnas p31/33 y p50, purificadas del tatfculo, como 

podlibla anainas se 11r11or6 en ellos /SU capacidad de unine a blomembronas de manau 

rewmble y dtpe~ de Ctr1+ principal camcterlsdca que p~nlan las anainas 

(Cnua y Slerer, 19ll3; Scall y col., 1985; GlenMy, 1986). Aunque los protdnas 

plllificadas en al.e ltrlbajo no mtMln1ron mu:liMdall cruzada conlrrl IM anlicuapo8 

-1oMla anli-o1!0Wu 1, 11, Wy VI, ensayados no se dUCIJrta la posibilidad de que 

se rnale de anainas, debido a que esf4S presentan carocte1'slicas y compoltamienlos muy 

simi/al't!S a los que presentan las anainas cuando hay calcio en el medio. Recientemente 

una alÍaina de 50 lcDa (anoina XI) fiu purificada de los pulmones del lxMno y ha 

sido deac111da en variar tejido.J, inclayendo al trslfculo (Mizulani y co~, 1992), la 

pl'Oldlul que fue pulificada en el presente lrtJbajo, podrla conrsponder a la anaina XI; 

por la similitud en cuanto a sus pesos mol«Ulal't!S (50 lcDa). 

Se ha señalado alllerionnente que la proldna !p66 (pl't!Sente entre las protdnas 



espomddcas) no habla podido ur loaJIJzoda m la clhda compklll, por IFI (Tnjo, 

1994). CUlllldo l(J¡f apmnlllOtOldu fum»a incubad(J¡f m medio AH (pani trdrarlu la 

mmabnina p/4smlllica y alllU de múizar ate procuo), y u 11a111ron con anli-p66, el 

llllliClmpo rrconoció a la plOltfnll, con 111111 rraccidn posili11G m d acm1oma y m d 

flagelo. Se ha considerado que la pmellCÍll de 1fK1• m el medio pudo a/tour a las 

membranas, pmnilimdo que .!p66 qutdal'IJ apuUlll a l(J¡f andcunpos. Tambiln u 

podlfo opllcar lo anterior si considemmos, que el mmwio a111bilice a la protelna m 

la membnina y mu"' pbdida de ello, la CJllll "°""" ocunir duNlllt la ptmtellbilizaci6n 

Ul apmnatoz.oide por aceJOM. La detecci6n de sp66 no puede considerarse como un 

aneftlcto prwocado por la ~ del Hj•, .)111 que CIUllldo se u.sarot1 conavlu con 

1111 11rt11ampo iltap«f/ieo o »lo ti ~o lllllkuopo, no 11t obmv6 nuuct1 de 

· ~ m lai apmrtlllOZOi4a ~ m medio .AH; alas mu/"""'6 

concuenllln ron lai duailM por Slklhof ( 191U). quien nsOllnJ la prae"°'1 de la 

coltlectrina de 61 lcDll (anaina Yl) m las tr;ann -1 y flllgelar de 

upmnalOZIJida del bollÍllO. 

IA~·~ ..... "--"""°'•~m.rrtOllbrD/fll 
plalrNlát:ll o»lo sin 111 --6rlll!ll plosm4tlca de la rtti6n acro.somal mostró que sp66 

no sigue el patr6n ducrilo pal'D las anainas; a decir, una unidn a bio~mbnlntU de 

"""'°" mitr.rible y dependiente de cr•, )'11 que en pmtncia del agmle que/ante de 

or• (EDTA), sp66 no se :separó de la membrana plosm4tlca de la rtgi6n acrosoma~ 

como lo muutTa el an41isis de esta membrana pOI' inmunodttecci6n (ver Fig. 8). Sin 

emba'Bº· no se puede dacaltllr que sp66 sea una aneicina, debido a que cruzó futne

llWllt con ti anticutTpo monoclonal anti-anexina Vl Los ruultados sugieren la 



p<AJibilidad dt! qt1t! sp66 st!a una anaina q11t! t!sta Jumt!mtnlt! asociat/4 o qut! pueda 

allU' m4s b11im111nente IUOCflulG a la mortbnino p/llsmAdca qut otro tVw de anaina.f. 

Por otro lado, t!I h«lw de q&lt! sp66 no fUt! t!tlC°""""'6 t!n t!I t!Spt!mtalOzoidt! lln 

monbnin11 p/ium41ica iNlica. que sp66 sólo IJt! mcumtm t!n la membrana plosmiJtJco 

dt! lOlr apmnatowida del coboyo. 

LOtf ruulllUlos "'°""'""' qut! m au.st!ncia dt! c.:• sp42 no t!St4 prumu t!n la 

fn1cd6111ob1ble, del~""""'-de J00,000 z g (Fig. JO D) y qut!lldemb no IJt! asocia 

11 la MP ni 11 lo MAE dtl aptr'ffflllDZDit!. Sin msl1olBo, lp42 a capaz de asoclane 1111110 

1111mbtu 1llt!lniJnJnlu dt! lm apmrt11tozoida m pmencill de cakio (de manera Ttvtmble 

y ~dt! or• ), como lo mamó la incubociAn llllllOde MPde ngi6n acrosomal 

- dt lOlr apt!'tNltozoida u MP con 111 frtlcci6n so6lblt! lo que no suctdi6 au111do 

dkltll incubod4lt • mlliz6 m ausmcia tlt or•, (wr ~· JO C). Lo ant.trior ~que 

lp42 o - proulM dtap/lllntUal que ie nu:utnllll t!lltrr la MP y la MAE, y que • 

uodlJ ~ tlltU ni pmtncia dt! or•-. ÚU tlllltriott$ ClllllClt!l'ÚliaU SMgittm qut lp42 

JIUlM ptUtlcipar m la RA, IUOCillndolt a lal mtmbroNu pllum4dca y a la acrosomal 

almlll, Cllllllllo b lfiwles dt! or• 111t incrtmentan dwank alt! proceso ( Fn11er y col., 

1995). 

Por otro lado, lp42 no fUt! la IÚlica pro1efna qut se asoció a la MP en prut!ncia 

tlt or•; Ol1IU d06 prolt!lllas dt! 50 y 31133/cDa, fueron dt!lt!clad4s por ti anticuerpo anti

p31/33, lo que sugJtte la poribilldad tlt qut! la pro1efna dt! 50 lcDa st!a la protetna nativo 

dt! 106 t!Spt!mllltozoida dtl cobayo y qut! sp42 y p31/33 kDa St!an productos dt! 

dtgrrulaci6n, al igual qut! sucede en ti tuifculo. Lo anlt!rior se 11e apoyado por nsul1ados 

obit!nidos trcitnttmt!ntt! t!n nut!.Slro labotutorio, donde usando una tntlodologfa diftnntt 
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a la usado por Trrjo (1994) para solubilizar a los apmnatozoidu tt detectaron m 

membranas de nllrucelulartl con el anácuerpo anti-p31/33, dos proldnlu de pesos 

moleculares tk SO y 42 fcDa, """" en las apmnatozoidu de los conductos defermJa 

como de dlfetm1a ~ del epidl4imo (cabem, ampo y colo) (Hmufndn y col., 

199S en pmua). 

La pruendll de dos protelna& similarr.r a anaillos pSO y ~ en la ITgiAn 

acrmomal en apmnaunoldts del cobayo, y con las Clllflcterfsliau mostnulas por ellas 

- sugiere que úllU pwddn ptuticipar en el procuo de la RA, pmNU1«iendo por 

utabl«er el mecanilmo por el CllOl ella1 interwngan en dicho proceso, tul como las 

~ maleadllrr.rtle pJO y .!p&i 
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CONCLUSIONES 

J.- Ltu.rlolfllOldnas (31/33 lcDoy 'OlcDo) aisladasdel tatkulodd cobayo, mdionte 

una nvtodo/opl especifica pam anaino.T, podrlatt a11111ogarse como anainlu; con base 

m que pnMnl4roft la prrf'iedad que camekrizJI 11 a10& pTOlelnlls: la de unine 11 

""'"'1nlnu biol6ficas de lrlllllMI IYl/t!rsib/e y dependietue de Caz+. 

z,. r.. JllOIÓllll M 42 kDo. """"11olot:IÚÍ1.llllll m el apemMtowide del cobayo podñtl . 

llUnbkn collA/.tJfane como anabul, debido 11111 copacidod ptm1 unir.re 11 las membn11111s 

pltumMJcll y ll0'--1 atema, de manda rftJtftible y 4tpendlm~ de calcio. 

3.- Decimo.f que p31/33 podlfo ser un producto de degrrulaci6n de p50, debido 11 la 

/otm11 en que se J'lllÍfic6 a la protdno de p'O lcDo, donde fue deknninonle la praenda 

lk 111!# inltibldora de pff1l«ISIU,,. que C011 meno1 inllibldom, se purificaba mi la de 

31133 lcDo. Es1a cansideracl6n a apoyada por la fwne reacci6n Cl"NlAldo, que p'8 

. pmmla al anlil:uDpo COllllO pJJ/JJ. 

4.- Lo prole/na de 66 kDa de la mmtbrrltta plasm4tica dd espmnator.oide del cobayo, 

tambitn podrla catalogarse como una anaina, ya que fue reconocida pOI' el andcuetpa 

ap«fÍico contra la anoina VI. Sin embargo, debido 11 que su uni6n a la monbnlna no 

fue dependim~ de calcio, a posibk que SI! tmte de un anoina que se mcumt10 

fummten1e unida a la membrana plasm4tica. F.xclusivumente, por .ru locaUzaci6n en 

la regiQn del acrosoma, la prolelna de 66 kDa podrla estar participando en la re11cci6n 

acrosomal. 
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J.. La pl'Olelna de 42 lcDo, tan10 por su lotalizoci6n m el acrosoma como por su 

copacidad de unirse a las mmtbrattas, involJM:rrula m d pTOCUO de lo ""cci6n 

llCfOIJOftUI~ de - 1evmlble y d~ de ctr'•, podrla cimame~ paniciparm 

el m«alWmo de lo "acci6n 11C10IOmlll. 



Al'l!NDICE 

Soluciáf A: Tris·HCI 20 mM pH 7.5 

NaCI 100 mM 

EGT.ASmM 

Sollu:i6n B: 4cido cllrico-dallola en p"'f'Old6n 1:7 (v/11) 

Sollu:i6n bloqueadonl: IA:lre ducrtlflllllll al 5% 

suero nonnal del cuyo 

m p1'0fl'l'Ddn 1:10 m 

PBS· T1ilon XIOO al 1% 

. SoilYc:i6fl llOt:k de pm:oll: hrro/J 95 ~ 

5~deNaCl 

0.154M20X 

Amonipador A: Tris-HCI 20 mM pH 7.5 

NaCllOmM 

Amoniguador B: Tris-HCl 20 mM pH 7.5 

AmOrtiguad« C. Tris·HCI 50 mM pH 7.5 



A"""""""' C. Trú-HCI SO mM pH 7.S 

A"'°"""""° D: Trú-HCI 20 mM pH 7.S 

NoCI 100 111M 

Amonlplldar E: Trú·HCI 20 lllM pH 7.4 

NaCI 100 111M 

EGTA2mM 

A'"°""""41orde ~ NaCI IJO rnM, Nflz/'04 S lllM 

Datron al O. 7S % (p/v) 

m ~ 1:4 (v/Y) 

~·&ir. Nfl,f'O, 7.S mM 

EDTA 1 mM pH 7.4 

Medio A: KH/'04 70 mM, EDTA 1 mM. .J11camsa 100 mM 

M,S04 2 mM. 2-(N-mmfolino), sal dllllafllJ

fonlal(MES) 11 pH 6.2 ajustada con NaOH 

Medio AH: KH/'04 70 mM. EDTA 1mM.sacorosa90 mM 

MgS04 2 mM. 2-(N-nwrfolino), sal eranosul

fonica(MES) 11 pH 6.2 ajustado con NaOH y HgCl 10 



Buff~r salino d~ pltosp/UJtos (PBS): NaCI O.U M 

KC/2.7mM 

KHj'O, J.5 mM 

NopPO, 

MadA 11 de inllibidoru: PMSF 2 mM 

p-HMB2mM 

p-ABA 2mM 

bowlmidJna 2 mM 

MadA /de inlaibillott.f: PMSF 2 mM 

p-HMB2mM 

p-ABA 2mM 

pqultltino 1 pM 

bowlmidJna 2 mM 

kllpqlt/NI 1 pM 
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