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I INTRODUCCION.



La célula gexual masculina fud descublerta en 1677
por Johan Hamm y es considerada como una de las células -~
més diferenciadas del organismo, Eatas células se encuen -
tran suspendidas en un medio fldido llamado " plasma semi-
nal " y.en conjunto forman el semen.

Los dos componentes del semen difieren tanto en su
‘origen, como en su composicién quimicae. El espermatozoide-
ge origina en el testiculo durante el transcursoe de un pro
cego de diferenciacidén celular llamado espermatogénesis, -
"qué'comprende.ei desarrollo de la espermatogonia por divi-
sién mitdtica en espermatocito de primer orden, el cual -~
por medio de meiosis forma dos espermatocitos de segundo -
orden haploides, que a su vez formardn cada uno dos esper-
. mAtides haploides. ‘

La diferencincidén de espermitida para convertirse-
en eépermatozoide llamada esperﬁiogénesis que comprende'yg
rias etépas entre lag que destacen las siguientes: origen-
.- @61 flagelo, migracidn de las mitocondrias alrededor del -
flagelo y formacidn del acrosoms a partir del aparato de =~
Golgi; asf la gameta queda constitufda por dos graﬁdes ré=

gioness cabeza y cola. La porcidn anterior de la cabeza -~
. del espermatozoide estd cubierta por el acrosoma y por -
ello ce le conoce como regidn acrosomal y a la otra por --
éidn de 1la caheza se le denomina regidn postacrosomal, la-
cual se une a la cola a través del cuello ( fig. 1 ).
_ Los espermatozoides, una vez formados en los tubos
seminf{feros del destfculo, conbinuen su trayectoria a tra-
vés de los conductos que constituyen la via rete testisi -,
estos conductos convergen para formar ia via eferente por-

donde los espermatozoides pasan al epididimo que es un -

-



conducto largo, delgado y altamente enrollado sobre si,'4
mismo, distinguiendose en cada epidfdimo tres regioness -
que se conocen como cabeza, cuerpo y cole, mismas que son
diferentes en gstfuctura celular y en el tipo de secrecig
nes, La cabeza del epididimo se une al polo superior del-
testiculo ¥y estd formado esencialmente por los tubos efe-
rentes. El cuerpo se extiende & lo largo de la cara postg
rolateral del testiculo y estd formada esencialmente por-
el conducto del epidfdimo. La cola del epidfdimo llega ca
. si él polo inferior del testiculo-y termina‘en‘el'condué;”'"
to deferente ( Ham. W,A, 1975 ). '
El espermatozoide de diferentes memfferos, inclu-

yendo al humano, ha servido como modelo ideal para reali-
zar diferentes investigaciones relacionadas con la Biolo-
gia Molecular y FPisiologfa. La célula espermdtica que po-
see caracteristicas muy particulares, en mamiferos permi-
te ser estudiada desde su vida testicular, epididimaria-
¥y posteriormente no sélo después de la eyaculacidn; sino-~
también después de interaccionar con estructuras molecula
rés presentes en forma natural en las secreciones del -
tracto genital femenino. De esta manera se ha podido esta
blecer que durante el preceso de transformacién de esper
métida = espermatozoide el zinc es ihcorporado y fuerte -
mente unido al ndcleo ( 2,3 ). Esta incorporacién parece-
tener un papel relevante para el desarrollo del espermato
zoide, Por lo tanto, un signo primario relacionado con la

deficiencia de zinc es la interrupcién de la maduracién

de la espermdtida en su transformecidén a espermatozoide

( 4 ). Sin embargo, el espermatozoide pierde una cierta

cantidad de zinc durante el proceso de maduracidn en su



trdnsito por el epididimo évnivel de la regidén proximal -~
de la cabeza de este drgano ( 3,4,5 ); ésta pérdidalde -
zine va acompafiada de una disminucidn significativa de 1i
poprotefnas durante este proceso de maduracién ( 6,7 )}, -
como parte de los camblos que necesariamente deben aconte
cer en el espermatozoide durante su trdnsito por el érga-~
no epididimario. ‘ '

Tomando en cuenta que la concentracidn de zinc . es
particularmente alta en la secrecidn de la préstata y que
los espermatozoides y el fldido prostdtico normalmente -

son expulsados conjuntamente durante les fasge inicial de
la eyaculacién, durante este proceso el espermatozoide -
" vuelve a reincorporar cantidades.importantes de zinc al -
_entrar en contacto con la secrecidén de la préstata. Bs -
por esto que el plasma seminal y el espermatozoide de - -
ciertos mam{feros incluyendo al humano, contienen una al-
: ta'concéntracidn de zinc comparada con la encontrada en-
otras células y fliidos corporales ( 8 ). Mawson y Fisher
han reportade que solamente el 0.05 % del zinc presente -
en 8l espermatozoide es atribuido a la anhidrasa carbbni-
ca( 9 ). Por 1o tanto, el zinc no parece actuar simple -
mente como un grupo prostético en ciertas enzimas, sino -
més Bien desempefia un papel muy importante en le regula -
cién metabdlica del espermatozoide.

Altas concentraciones de zinc también han sido re
portadas enh espermatozoides de algunas especies de inver-
tebrados marinos en los que la mayor parte de‘iinc parece
estar localizada en la pieza media y acrosoma del esperma
tozoide ( 10 ). También es conocido que en estas especies

la salida de zinc al ambiente es espontdnea o inducida -



vor la adicién de histidina y otras substancias quelantes.
Esta disminucién es correlacionada en algunas especies con
la iniciacién, grado y duracién de la actividad del esper-
matozoide ( 10 ) y también con la oxidacién de fosfolipi -
dos enddgenos los cuales aparentemente parte de ellos se ~
encuentran formando complejos lipoprotefnas-zinc ( 11 ). -
Puede sugerirse que la concentracidn pasiva de zinc no pa-
rece ser el factor mds importante, sino méds bien la libera

cidn activa del metal inducida por la presencia de agen -

tes quelantes naturales especiflcos que forman parte de la.. .

“composicidn de las secreciones intragenitales ( 12 ), que-
vor otra parte, podrfa correlacionarse con los incrementos
significativos en el consumo de oxigeno, en la motilidad -
espermitica y cdnsumo selectivo de fosfolipidos endégenos-
cuando les células son.incubadas in vitro en presencia de-
histidina, cistefna o EDTA { 13,14 ).

Estudios relativamente recientes han permitido co
nocer que en el espermatozoide humano eyaculado, el zinc -
se encuentra distribuido en dos formas: a) fuertemente uni
do a estructuraa‘presentes en el nicleo y no extraible fi-
cilmente por la adicidén de histidina, cisteina o EDTA, el-
cual representa del 25-28 4 del contenido total presente -
er el espermatozoide ( 30 ug /1 X 1077 céiulas ), b) dé -~
bilmente unido y fdcilmente removide por la presencia de -
histidina, cistefna o EDTA, el cual representa del 70-75 %
( 8,13 ). En este sentido es importante mencionar que en -
los estudios de Kinoshita ( 15 ) realizados con espermato-
zoides de invertebrados, demosiraron que el zinc se encuen
tra exclusivamente combinado con une fraceidén lipoprotéica

no bésica. Esta particular afinidad del zinc por lipoprote



' fnas parece ser una propiedad genoral de este metal =
( 15,16 ).

‘ Es probable que las dos categorias de unién del-
metal con las estructuras de 1los espermatozoides determi
nen dos formas especificas de accidn del elemento. De eg
ta manera la cantidad {( 70-75 4 ) débilmente unida en -
las membranas plasmética y acrosomal externa, parece ser
determinante para los cambios de estructura y funcionali
dad de estas membranas relacionadas con el proceso de la
capacitacidn.

Los espermatozoides de mam{feros son capaces de-
penetrar el &vulo solo despﬁés de haber sido sometidos a
ios_cambios morfoldgicos y bioquimicos durante su madura
cién en el epidfdimo. Esta parcial habilidad fertilizan-
te del espermatozoide adquirida durante su estancia en -
el epidfdimo es acompafiada por varios cambios: fisioldgi
cos, tamafio, carga eléctrica, aspecto y pérdida de la go
ta citoplésmica, propiedades metabdlicas y motilidad ca-
racteristicas ( 17 ).

Durante el proceso de la eyaculacidn los esperma
- tozoides vuelven a ser sometidos a otros cambios como -
consecuencia de las interacciones con las secreciones de
las gldndulas accesoriams. Estas secreciones son parcial-
mente adsorbidas en la membrana plasmitica de los esper-
matozoides, las que posteriormente serdn desadsorbidas -
durante el proceso conocido como capacitacidn; y que nor
malmente, ocurre en el tracto reproductor femenino permi
tiendo la adquisicién de la hahilidad fertilizante del -
espermatozoide. '

La capacitacidn representa cambios a nivel molecu

lar dentro de las membranas de los espermatozoides. Pue-



de también involucrar la pérdida del factbr descapacitan~’
te el cual es producido por el epidfdimo o las gléndulas-
sexuales accesorias del macho y unido al espermatozoide -
( 18,19 }. El idtero y el oviducto son capaces de capaci -
tar a los espermatozoides independientemente. 3in embargo,
las condiciones Sptimas del proceso son proporcionadas -
por la combinacién de ambos sitios.

Es muy probable que la presencia del complejo lipo

proteina-zinc reportado en espermatozoides de algunos in-. .. -

" ‘vertebrados marinos { 11 ) sea una caracter{stica comin -
con los espermatozoides de mamfferos, incluyendo al huma-
no. Las investigaciones realizadas por Lavon y colaborado
res, sﬁgierqn que las lipoproteinas de la membrans de los
espermatozoldes de bovino parecen ser los sitios principa
les de alteracidén en la composicién y comportamiento elec
troforético de las proteinas de los espermatozoides duran
te la meduracién epididimaria.

Es bien conocido que cuando los espermatozoides -~ -
eyaculados de humano son incubados in vitro en presencia-
de histidina, cisteiﬁa o EDTA, se produce una disminucidn
signifiéativa de zinc en forma casi espontdnea { 13 }. Es
probable que parte del zinc liberado bajo estas condicio-
nes se encuentre combinado con estructuras lipoprotéicas
presentes en la membrana plasmdtica del espermatozoide -
las cuales, ademds de estar participando en la estructura
membranal, tembién podrfan contribuir en los cambios bio-
quimicos que ocurren durente la capacitacién ( 20 ).

Debido a que nada ée conoce con respecto & la pre-
sencia del complejo lipoprotefna-zinc en el espermatozoi-

de eyaculado de humano, el objetivo del presente trabajo-



es investigar sobre la peeible presencia del complejo en-

los espermatozoides eyaculados de humano préviamente lava

dos con soluciones fisiolégicas. Si existiera dicho com -

rlejo, se estudiard su composicidn quimica respecto a su-

contenido en proteina, fosfolfpidos, zine y sus propieda-

des electroforéticas.
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II MATERIAL Y METO0ODOS .



MUESTRAS BIOLOGICAS.

IX.1 Material biolégico: Para la realizacién del presente

trabajo se smplearon muestras de semen recién eyaculado ~

por masturbacién de sujetos que acudfan sl Hospital de Gi
necologia detectados sanos y fértiles clinicamente, cuyas
edades fluctuaron entre 20 y 40 afies con abstinencia se -
xual de por lo menos tres dfas previos a la obtencién de-
la muestra.

Reactivos: Para todas las determinaciones los reac
. tivos y solventes utilizados fueron de grado analf{tico.

I1.2 Mane jo de las muestras bioldgicas; Las muestras fue-

ron recibidas en vasos de teflén limpios y se maniuvie -
ron a temperatura ambiente por treinta minutos para permi
tir su licuefaccién e inmediatamente se efectuaron las -
espermatobioscbpias correspondientes ( 21 ) considerando-
los siguientes pardmetross

a) Grado dé licuefaccidn: Las muestras que duran-
te los treinta minutos no licuaron perfectamente, no fﬁe-
ron consideradas para el estudio,

b) Voldmen: El voldmen fue siempre mayor o igual-
a dos mililitros por eyaculado. '

¢) Movilidaed progresiva: Se considerd siempre ma-
yor o igual =l 60 %,

d) pH : Las variaciones aceptadas de pH fueron -
entre 7.3 a 7.6 .

e) Grado de contaminacién: Las muestras que pre —
sentaron més de 7 células diferentes a los espermatozoi -
des en el campo de observacidén al microscopio Sptico fotd

nico ( 500 aumentos )} fueron descartadas de las normales.
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f£) Nfimero de espermatozoides: El nimero de esper-
matozoides de las muestras seleccionadas como normales -
fue mayor o igual & 50 millones por mililitro del eyaculsa
do.

11,3 Preparacidn de los espermatozoides lavadossDurante -

el desarrollo del presente estudio, por cada experimento~
fue necesario reunir de 4 a 6 eyéculados de semen con los
que se obéuvieron un ndmero aproximado de 1.2 X 109 esper
matozoides. Las células fueron separadas del plasma ‘semi-
nal por centrifugacidén durante 20 minutos a 1000 rpm, en—
tubos cénicos dé pléstico graduados a 15 ml, en una cen -
trifuga clinica Sorvall GLC-I. '

Para lavar los espermatozoides separados del plag
ma seminal, se utilizd una solucidén amortiguadora Ringer-
Krebs pl= 7.4 libre de Ca y Mg que contiene los signien -
tes componentes:

KH2204 0.154 X
NaHCO3 0.154 ¥
KC1 0.154 M
NeCl 0.154 M
Piruvato de sodio 0.2 mM
Lactato de sodio 21.6 mM
H=17.4

Los espermatozoides separados del plasma seminal-
se resuspendieron en solucidn amortiguadora Ringer-Krebs-
{ SARK ) libre de Ca y Mg a pH = 7.4, en proporcién del -
doble del voldmen de la muestra, centrifugédndose a 1000 -
rpm, durante 20 minutos. El sobrenadante retirado con pi-~
peta Pasteur y sin resuspender las células; inclinado el-
tubo se adicioné emortiguador ( SARK ) libre de Ca y Mg -
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a pH = 7.4 y se retird con mucho cuidado utilizando una -
pipeta Pasteur, este lavado se hizo tres veces con el do=-
ble del voldmen de la muestra con el fin de eliminar al -
méximo restos de plasma seminal y en seguida el precipita
do se resuspendid en solucidén ( SARK ) para contar los -
espermatozoides, Esquema 1.

El ndmero de espermatozoides se determind por el-
método del hematocitémetro ( 21 ). Bste método utiliza la
cémara de Neubauer y la micropipeta pars glébulos blancos
con los que.se aspira la suspensidén celular hasta la mﬁr-
ca de 0.5 y después se llena la micropipeta hasta el afo-
~ro de 1.1, con la solucién fijadora que contiene formol -
al 1 % y citrato de sodio al 2,9 %, la pipeta se agita en
el vértex para resuspender adecuadamente los espermatozoi
des, posteriormente se eliminan las ires primeras gotas -
antes de llenar 1la cédmara de NHeubauer, se aplica la mues-
tra en la cdmara y se deja reposar 5 minutos para permi ~
tir la sedimentacién celular : posteriormente se coloca -
la cémara en la platina del microscopio dptico en contras
te de fase y se localiza la cuadricula para glébulos blan
cos procediendo a contar los espermatozoides que se en --
cuentran en los cuatro cuadres angulares y en el central-
de la cuadrfcula, el nimero de células de cada cuadro se-
suman, el resultado se multiplica por 20 que es el factor
de la dilucidn empleada, por 5 que es la quinta parte de-
1a cuadricula total para glébulos blancos y finalmente -
por 10 000 para obtener el volfmen de 1 ml de la suspen -
gién celular. De esta manera sge obtiene el némero de es -
permatozoides en millones por mililitro de la suspensidn

de espermatozoides.
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OBTENCION DE LA SUSPENSION DE ESPERMATOZOIDES
LAVADOS CON SOLUCION AMORTIGUADORA.

Muestras de semen previa-
mente seleccionadag.

20 min 1000 rpm
'Espermatozoidss Plasma seminal
: l se descarta.

Resuspender en solucién amortiguadora
‘utilizando 2 veces el voldmen original
- de la muestra.

~20 min - 1000 rpm Este proceso se
‘ 43 repitio 3 veces.

-

Espernatozoides lavados, se resuspenden Sobrenadante 1,2 y 3
en solucidn amortiguadora al volémen -~ se descartan,
original de la muestra.

Suspensidn de espermatozoides
lavados listos para contarlos
por el método del hamatocitd-
metro.

Esquema 1
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III OBTENCION DEL COMPLEJO LIFOPROTEINA-ZINC.

I11.1 Preincubaciént De la suspensidén de espermatozoi-

des previamente la- Jos como ya se describié se tomaron
dos alfcuotas correspondientes a 5 X 10B células y por-~
separado los voldmenes se ajustaron a 3 ml con solucién
{ SARK ) y se incubaron 30 minutos a 37° C en ausencia-
{ control ) y en presencia de histidina 6 mM ( 13 ), -~
terminado el tiempo de 1ncubac16n, los tubos fueron cen

trifugados a 2500 rpm durante 15 minutos, los sobrena

dantes de 4sta preincubacxdn se guardaron en congela

eién para la determinacién de protefna y zinc.

I1I.2 Bxtraccidn salina: Los paquetes celulares de la -

preincubacidén se resuspendieron en 2.5 ml de NaCl 1 M y
ge incubaron a 4° C durante 30 minutos. Posteriormente-
se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 minutos . Los so
brenadantes salinos de este tratamiento se guardaron en
congelacidn para determinar posteriormente las cantida—

des de proteina y zinec.

III.3 Extraccidn alcalina; Los paquetes celulares del -

tratamiento salino se resuspendieron en 2.5 ml de NaOH-
0.1 ¥ y se incubaron a 40 C durante dos horas, con agi-
tacién moderadm en el vértex cada treinta minutos a con
tinvacién se centrifugaron a 2500 rpm durante 20 ainu -
tos. Los sobrenadantes fueron guardados en congelacidne'
para determinar posteriormente los contenidos de protei

na y zine { esquema 2 ).
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OBTENCION DEL COMPLEJO LIPOPROTEINA-ZINC

DE _LOS ESFERMATOZOIDES EYACULADOS DE HUMANO.

| 6
Suspensién de espermatozoides ( 5 X 10 )
previamente lavados y contados.

l

Preincubacidén: 30 min, 37°% en
ausencia ( control ) y en pre-
sencia de histidina 6 mM.

Extraccidén salina: Esperma- Sobrenadante de -~
tozoides se resuspenden eg— preincubacidn, se-
2,5 ml NaCl 1 M, 30 min,4°C. determind proteina

Yy 2inc.

15 min
Extraccidn alcalina: Esperma- Sobrenadante de NaCl
tozoides se resuspenden en 2,5 1 M, se determiné -
ml de NaOH 0.1 M, 120 min, 4°C. proteina y zinc,

15 min 2500 rpm

Residuo celular

( se descarta ). Sobrenadante de NaOH 0.1 M
PH = 12, que supuestamente
contiene el complejo lipo-
proteina-zinc, se le deter
mind proteina y zine.

Esguema 2
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~IIX.4 Purificacidn del compléjo lipoprotefna-zinc: A los~
sobrenadantes de la extraccidn alcalina pH = 12, se adi -
cions suficiente cantidad de &cido mcético al 5 % hasta -
obtener un precipitado a pH = 6. En este material asupueg-

tamente se encuentra el complejo lipoprotefna-zinc ( 7, -
15, 22 ) e inmediatamente los precipitados se centrifuga-
ron a 3000 rpm durante 20 minutos. Los precipitados fue -
ron resolubilizados adicionando secuencialmente 0.2 ml de
NaOH 0.01 M y 10 ml de agua desionizada y se volvidé a re-
precipitar con 4dcido acético al 5 % hasta obtener nueva -
mente el precipitaedo a pH = 6. Esta etapa de purificacidn
del complejo lipoprotef{na-zinc se efectué tres veces més.
A todos los sobrenadantes de purificacidén se les determi-
né el contenido de proteina y zinc ( esquema 3 ) .
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IV ANALISIS DEL COMFPLEJO DIIOEROTEINK—ZING.

CIV.1 Determinacidn de zinc en el complejo, en los sobre

pedantes de extraceidn y de purificacidns E1l complejo -
ya purificado se solubilizd con 0.2 ml de NaOH 0.0l M -
y se diluyd hasta un volumen de 1.5 ml con agus desioni
zada; de aquf se tomd una alfeuwota de 0.1 ml por dupli-
~cado y se diluyé ( 1 ¢ 20 v/v ) con agua desionizada y-
| se deterqind la cantidad de zinc en el comple jo por Es-

- pectrofotometrfa de Absorcién Atémica.

' En los sobrenadantes de preincubacidén con histi
dina y sin histidina (" control ),99 tomaron alfcuotas -
ror duplicado de 0.2 ml y se diluyeron { 1 : 7 ) con -
agua desionizada y se determinaron las concentraciones-
de zinc en ug/ml. 4

. La determinacidén de zinc de los sobrenadantes -
de extraccidn con NaCl 1 M, se hizé directamente sin di
luir,

"En los sobrenadantes de extiraccidn con NaOH -
0.1 M se tomaron alfcuotas de 0.2 ml, se diluyeron { 1:
7 v/v ) con agus desionizada y ‘se determinaron las con-
centraciones de zinec en ug/ml.

En los sobrenadantes de purificacién del comple
jo lipoproteina-zinc la determinacidn del elemento se-
hizé directamente. Las determinaciones cuentitativas de
zinc se hicieron con un Espectrofotdﬁetro de Absorcidén-
Atémica Perkin Elmer modelo 403 utilizando como referen
cia el estdndar correspondiente que contenfa 0.5 p.p.m.
preparado con zinc metdlico con pureza del 99 %.
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IV.2 Determinacién de proteifns en el complejo, en los so-

brenadantes de extraccidn y de purificacidn,

Reactivoass
l.- Solucién estédndar de albdmina al 0.05 %.
2.- Solucidén amortiguadora de carbonatos.
- Na2GO3 0.2 ¥ en 30 ml de H20 destilada.
- NaHCO3 0.2 ¥ en 20 ml de H20 destilada.
Estas dos soluciones se mezclaron y se ajusté el -
pH a 10.1 . o | e
3.~ Solucién cupro-alcalina: esta solucidn se pre-
paré mezclando 50 ml de la solucidn de carbonatos =l 2 %-
en hidréxido de sodio al 0.1 N con 1 ml de lé soluci&n -
de sulfato de cobre penta hidratado al 0.5 % en tartrato
doble de sodio y potasio al 1 4. _
Reactivo de Folfn: Este reactivo se diluye ( 1:1 -
v/v ) con agua destilada.

FPundamento y métodos la determinacién de proteina-
se efectud de acuerdo al método de Lowry ( 24 ). La reac-
cidn que genera color se debe principalmente =z la forma-
cidén del comple jo ﬁroteina—cobre, que se forma al tratar-
la proteina con le solucién de cobre, que reduce el reac-
tivo de Folfn ( fosmolibdico-fosotidngstico ) originando -
se un crqmdforo que absorbe a 750 nm cuya intensidad de -
color es directamente proporcional a la concentracién de-
protefna., Los valores de la densidad éptica dependen de -
manera muy importante del pH y del tiempo en gque debe ha-
cerse la lectufa.

Simultdneamente se trabajé una curva patrén de pro

tefne utilizando valores de concentracién entre 10 a 50 -
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~ug por sistema, Las lecturas se efectuaron a una longi

tud de 750 nm utilizando un espeétrofotdmetro Cary =~

i18-A. Las densidades dpticas de los correspondientes

iwroblemas fueron interpoladas en la curva patrt'Sn ( -
cfica 1 ).
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V EXTRACCION DE LIPIDOS TOTALES DEL COMPLEJO RJRIFICADO,

Reactivos:
Cloroformo.

* metanol,
cloruro de potasio.

columna empacada con fibra de vidrio.

Método: Al complejo lipoprotefna-zinc ya puri-
ficado y solubilizado con 0.2 ml de NaOH 0.01 M y, 1lle-
vado a 1.5 ml con agua desionizada, se tomé una alfcuo
ta de 1.2 ml y se evapord casi a-sequedad con nitrdége-
no y a 40° C en un tubo cénico de 15 ml. EI comple jo -
se resuspendié en cloroformotmetanol { 2:1 v/v ). Pri-
mero se adiciond 2 ml de metanol y posteriormente 4 ml
de cloroformo; el sistema de extraccién se dejé a tem-
perétura de 37° C durante dos horas con agitacidn cada
30 minutos. Posteriormente, para elimihar los residuos,
los conéenidos se filtraron a través de una columna em
pacada con fibra de vidrio y previamente lavada con -
cloroformo:metanol ( 251 v/v ). Inmediatamente se adi-
ciond a los extractos 1ipidicos KC1 0.05 M en propor=
cién de una quinta parte de los voldmenes de los ex -
tractos y se dejaron reposar a 4° ¢ durante 14 horas-
con el objeto de eliminar el fdsforo inorgénico que -~
no corresponde a fosfolipidos el cuaml fue retirado en
la fase superior acuosa del extracto ( 25 ). El ex --
tracto lipfdico se ajustd a un voldmen de 7 ml del =
cual se tomaron al{cuotas por duplicado de 1 ml y 2 -

ml para la determinacidn cuantitativa de fésforo de -



fosfolipidos y colesterol respectlvamente.

La determinacidén de fésforo de fosfolipidos tota--
les: todo el material de vidrio fue tratado previamente con
deido nftrico 3 N durante 24 horas; posteriormente se en -
juagaron: una vez con agua destilada y dos veces con agua~
‘desionizada y se secaron en la estufa a 100° ¢.

V.1l Determinacidén cuantitativa de fésforo de fosfelfpidos-
totales del complejo lipoproteina-zinc.

Reactivos:

cloroformo.
metahol.
“fcido percléricé al 70 %.
molibdato de amonic 5 %.
deido sulfurico 10 N.
" Reactivo de Piske que contienes
a) dcido l-amino-2-naftol-4-sulfonico 1.5 %.
b) sulfito de sodio anhidro 3.1 %
c¢) bisulfito de sodio anhidro 95.4 %.
Espectrofotémetro modelo Cary 118.A.
_Aparato termoregulador ajustado a 60° y 180°.

Fundamento y mdtodos La determinscién de fésforo -
de fosfolfpiﬁos totales se efectud utilizando el método de
B8ttoher ( 26 ), éste se basa en la reaccidn de Sxido-re -
duceidn entre el dcido fosfomolfbdico formando el que indu
ce la formecién de un croméforo con el reactivo de Fiske -
cuya,inténsidad es directamente proporcional a la cantidad
de fosfato inorgédnico presente.

En los tubos tratados, como ya se menciond, se eva



. poré 1 ml del extré[cto de clordformé:metahol'( 2:'1'v'/v )-J“.”' -

"~con nitrégeno; ‘se adicionaron 200 ul de agua desionizaﬂa.—

'y 200 ul de deido perclérico al 70 % ¥ se sometié a la hi
' drflisis écida durante 45 mirutos a 180%. E1 stiforp e
' orgéhico se ‘convierte a ortofosfato al calentar el arléra.t':, :
to que contiene los fosfolipidos en presenci& de una mez- '

cla dcida oxidante. La parte orgénica se oxida y forma -

bidxido de carbono que se evapora ¥ el residuo se. a.na].iza; -
' como fosi’ato inorgénico. ‘ v ‘
' concl\ﬂ.do ‘el . tiempo los tubos se enfrimn en hie‘;"f"‘
e o ¥ se realizaron las siguientea a.diciones.
2.1 ml de ague desionizada. o S

- 150 ul de doido swlfdrico 10 N. . i ro

- * 100 ul de molibdato de smonio 5 % L T
' ;. 100 ul de reactivo de Piske, RS B
fPara desarrollar color, 1os tubos se calontaron -;!,"y'

’ _ia 60%¢" du.rante 5 mirmtos e imediatamenta an.fri.a—‘_'- C

-‘doaenhiolo. : o f, -‘: PRI
) Sinmlténeamente se trabajd’ una eurva est&ndar de-,
‘~.4f63foro utilizando valores de concentracitSn entre 0.3 a -
’ 3.0 ug por s:l.stema. Las lecturas se realizaron a una. lon-,
gltud de onda de 830 nm, utilizando un espectrofotdmetro- )
Cary 118-A, las. denaidades 6pt1cas de los problemu, e~
ron interpoladas en la curva patrén que se. m.estra. .en la
graﬁca 2. L
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V.2 Determinacidn cuantitativa de colesterol del complejo
1ipoprotefna-zinc. '

Raaetivost‘

cloroformo.
; anhfdrido acético. o
_ éeddo gulfﬂrico concentrado. ,
espectrofotémetro modelo Cary 118-A.
- Baflo- de agua a 37°C.

Pundemento y métodos La‘determihacidn cuentitati-
_Vva.dé colesterol se realizé utilizando el método de'rerro
(27 ), el cual elimina pasos adicionales como precipita—
cidn y saponificacién, este método tiene su fundamento en
la formacidn del Acido bis-3-5 colestadieno, el cual por-
medio de la reaccidén de Liebermann-Burchard forma el éci-
do bia%colestgdienil monosulfdnico el que en presencia -
de anhidrido acético ¥y en condiciones 4cidas, forma un -
croméforo de color verde cuya intensidad del color es pro
porcioral a la councentracidn de colesterol presente.

- Para la detérminacién se utilizaron 2 ml del ex -
tracto de li{pidos totales y se'evapord a sequedad con ni-
. trégeno inmediatamente después Se adicionaron seocuencial-
" mente los siguientes reactivos:

. 200 ul de cloroformo.

160 ul de anhfdrido acético.

50 ul de 4cido sulfdrico.

El desarrollo del color se realizé incubando los-
tubos a 37 ¢ durante 5 minutos.

Simulténeamente se trabajé una curva patrén con -
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valores de concentracién entre 10 a 50 ug por sistema. -
Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 640-
nm  en un espectrofotémetro Cary 118-A. La curva patrén -
;ie dicho método se muestra en la grafics 3.
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PURLFICACION DEL COMPLEJO LIPOPROTEINA-ZING.

Ests

Sobrenadantes de la extraccién con NaOH
0.1 ¥, se adicioné dc.acético gl 5 % -
hasta obiener un precipitado a pH = 6.

20 min 3000 rpm

Precipitado se solubilizé Sobrenadante de puri-
con 0.2 ml de NaQH Q.01 ¥ ficacidn, se determi-
+ 10 m) de H,O desionizeda, nré proteina y zine.

2
parte
se hizo
tres 15 min
- veces :
més.
Precipitado: Materisl re- Sobrenadante de puri-
ferido como complejo lipo ficacién 2, 3, 4. Se-
proteina-zinc, se deter - determing proteina y-
mind: zine. -
Anflisis del complejo lipoproteine-zinc,
Determinacién de - ~ Extraccidn de lipidos totales.

proteina y zine.

l

Electroforésis.

colesterol fdésforo identificacidén de

1ipidos del complejo
por Cromatograffa en
placa fina.

Esquema 3
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VI IDENTIFICACION DE LIPIDOS DEL COMFLEJO LIPOPROTEINA
" 2ING POR CROMATOGRAFIA EN PLACA PINA.

La cromatografia en placa fina es el procedimiento
que permite la separacidén e identificacidn de substancias-
que se encuentran formando mezclas en solucidén y que son-
movilizadas por el eluyente o fase mdvil representado por
un solvente o una mezcla de solventes. Para establecer un—:
procedimiénto cromatogriafico en placa fina que permita una
eficiente separacién, es necesario seleccionar'uh solvente
o una mezcla de solventes adecuados; para ello, es necesa--
‘'Tio tomar en cuenta las caracteri{sticas del adsorbente y -
los componentes que se necesiten identificar.

Durante el desarrollo de un cromatograma, los di -
versos compuestos ascienden por la capa del adsorbente a -
velocidades diferentes con relacidén al eluyente y de esta-
 forms se resliza la separacidn de los componentes de una -
mezcla; El compuesto que avanza es atrafdo a zonas polares
de la superficie del adsorbente por fuerzas electrostéti-~
cas, quedando reversiblemente ligado a la misma. El disol-
vente interacciona con el adsorbenie y el compuesto inte -
racciona con €1l; esta triple interaccién éompetitiva en -
tre soluto, solvenie y adsorbente estublece las proporcio-
nes relativas en que el frente del eluyente y el soluto -
asciendan por la capa del adsorbente en la cromatoplaca.

Los compuestos son localizados en la érqmatoplaca-
directamente en el caso de compusstos coloreados o con la~
ayuda de un indicador como: vapores de iodo, luz ultravio-

leta o bien carbonizados en presencia de dcido sulfirico -
ete.



La identificacidén de los diferentes compuestos de
la mezcla puede determinarse mediante la comparacidn de -
las ieldcida.des relativas de movilizacién de los compues-
tos & investigar en relacidén a los correspondientes de -
compuestos conocidos uti;izados como estdndares, Esta ve-
locidad de movilizacidén conocida como Rf se obtiené me --
diante la relacidn entre la distancia recorrida por el -
compuesto o por el estdndar y la recorrida por el eluyen-
te. E1 valor de Rf de un compuesto determinado varfa am -
pliamente con los cambiés de solventes y adsorbentes.

Material y reactivos:

" Se utilizaron 2 tanques de vidrio Camag,
Cromatoplacas de silica gel 60 P254 No.571%
20 X 20 cm y con espesor de capa de 0.25 mm.

" Solventes:
cloroformo Merck.
metanol Merck.
&cido acdético Merck
eter de petroleo 90°-110° Eastman Organic Chemical.
eter etilico Baker. ‘ ‘
hidréxido de amonio 35.05 % técnica quimica S.A.
Estos solventes fueron previamente purificados an-
tes de ser utilizados. |
Lfpidos:
Todos los 1Ipidos utilizados como estdndares fue-
ron obtenidos de fuentes naturales de Sigma (St.-
Louis, Mo,U.S.A.).
Esfingomieline.
Posfatidilcolina.
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Posfatidil serina.
Pisfatidil etanol amina.
dcido oleico.
Colesterol.

Ester de colesterol.
Trioleina.

Solucién reveladoras
dcido sulfurice 10 %.

Del extracto de‘lipidos totales obtenidos del com

rlejo lipoprotefna-zine coma ya se describié, se tomé 1 -
ml que contenfa el complejo equivalente a 50 X 10 6 esper
matozoides, se evapord casi a sequedad con corriente de -
nitrégeno y a 4000. Este concentrado y los estdndares que
~contenfan 2 mg/ml de cloroformosmetanol ( 2:1 v/v ) se -
aplicaron sobre la placa a 2.0 cm del borde inferior con
una microjeringa de 10 ul. Normalmente se apiicaron 3 ul-
de cada esténdar y todo el concentrado de cada uno de los
extractos de los complejos lipoprotefna-zinc; asi cémo -
ﬁna mezcle de esténdares preparada de acuerdo & la compo-
sicién de los lfpidos obtenidos de espermatozoides comple
tos previamente visualizados. .

Procedimientos

El estudio de los lf{pidos por cromatogréfta en =
placa fina se hizo utilizando 2 tanques de vidrio Camag -
cubiertos internamente con papel filtro para saturar el -

ambiente. En uno de los tanques se utilizé como eluyente-~

cloroformosmetanolihidréxido de amonio ( 65:23:14, v/v ) ¥

gse dejd saturar durante 4 horas antes de utilizarse. La -

placa gse desarrollé en este sistema de slucién hasta al -



canzar 15 cm de altura por arriba del origen ( 30 min. )=
se retiré la placa y se secd a temperatura ambiente, des-
pués se introdujo en la‘ camara 2, previamente saturada -
con éter de petroleo:éier etflico:metanolsécido acético -
( 90171211, v/v ), permitiendo el ascenso del eluyente -
hasta el borde superior de 1a placa ( 110 minutos ).
Conclufdo el tiempo de corride, se retiré la pla-
ca y se dejé secar a t';hlpez;atura ambiente. Los lfpidos -
fueron revelados con una solucién de dcido sulfdrico al -
10 % y carbonizacién a 180°C durante 10 minutes ( 28 ).
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VII BELECTROPORESIS DEL COMFLEJO LIFOPROTEINA-ZINC.

Uno de los mdtodos fisicoquimicos mds efectivos -
de separacién y caracterizacidén de protefinas es 1a'elec -
:trofo;ésis, que consiste en el movimiento de particulas -
cargadas ( iones ) cuando se aplica un campo eléctrico., -
Los requerimientos que deben de prevalecer para que este-
procedimiento de sgeparacidén sea efectivo, son; que los -
fcomponentes de la mezcla deben de tener forma idénica o Bt
© ser convertidos a ella, y que cada componente possa una -
carga neta distinta.

' Dado el cardcter anfordtico de los aminofcidos, -
la migracidn de éstos ante un campo eléctrico podria va -
riar como una funcién de diferentes valores de pﬂ;'ya que
rueden comportarse como aniones o cationes.
| Los principios descritos para la movilidad de -
eminodcidos mediante éstos métodos pueden ser aplicados -
igualmente para péptidos y protefinass casos en loa que el
grado de migracidn»en un campo eléctrico a un valor dado-
de pH pueden ser deterginado por su densidad de carga y -
pesc molecular.
| De los diferentes métodos de electroforésis desa-
~ rrollados, la electrofordsis de zona ha sido empleada y -
modificada. Fl sistema denominado ™electroforésis de dis-
co™ en geles de poliacrilamida llamada as{ por sus inicia
doges Ornstein ( 29 ) y Davis ( 30 ), debido a'qug las -
estrechas bandas de las protefnas separadas, el cual invg
lucra dos discontinuidades en la matriz de separacidns pH
¥y tamafio de poro. | )
La capacidad de las moléculas para pasar a través
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de un tamiz depende evidentemente de la talla y forma de-
los poros, el tamafio y forma de las moléculas, gque estan-
~ siendo tamizadas, as{ como interacciones tales como adsor
ci&n e intercambio de iones que pueden ocurrir entre las-
moléculas y la matriz del gel.

El método utilizado en el presente estudic para -
la separacidn de las prote.{nas es el descrito por Davis -
{ 30 ), en donde usa geles discontimuos de poiilac;'iiamida
¥ evita el uso de detergentes. ‘ '

Raactivoss

De acuerdo al método se prepararon las siguiéfltes—
soluciones para la preparacién de los geles de separacién

y espaciador respectivamente.

Solucién A pH = 8.9

HC1 1.0 N 48 ml  Merck.

tris 3%.6 g Sigma.Chem.Co.
temed 0.23 ml ( East.Org.Chem. )
H20 se afora a ‘ 100 ml

Solucién B pH = 8.3

HC1 1.0 N 48 m1  Merck.

tris 5.98 g Sigma.Chem.Co,
temed 0.46 ml Merck.

H20 ge afora a 100 ml

Solucidén C

acrilamida 28 g Merck.
bisacrilamida 0.73 g Merck.

H,0 se afora a 100 ml

2
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Solucidn D o
‘acrilamide 10 g Merck.
bisacrilamida ' 2.5 g Merck.
H,0 ge afora a 100 ml ‘

Solucién B

Riboflavina 4 mg Merck.
HO se afora a 100 ml

Solucién P
'sacaresa = 40 g Merck.
HEO ge afora a 100 ml
Solucidn de Persulfato de amonio.
’(NH4)25208 ' 0.14 g Merck.
Héo se afora a 100 ml

Solucidn Fijadora.

dc. tricloroacético 12.5 g Merck.
H20 se afora a 100 m1

Solucidén Colorante.

Azul brillante de Coomassie R-250 0.25g Bio.Rad,Lab.
4cido acdtico 5 ml Merck., ’ o
H20 gse afora a 100 ml ©

Solucidén Indicadora.

azul de bromofenocl 1 mg Merck.
H20 se afora a 100 ml

Solucidn Decolorante.

dcido dcético 5 ml. Merck.
5H20 dest, se-afora a 100 ml
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Solucidn de Silicdn.

silicén 1 g Merck.®

320 se afora a 100 ml

‘Solucidn amortiguadora de corrida,

h tfis-baée 0.6>g Sigma.Chem.Co, -
glicina 2.8 g Merck.
= 8.9 |

- B0 se aforaa - 1000 ml- e g

Las sbluéiones A,B,C,D,E,P se filtraron con papel

Whatman # 42 antes de usarse, la solucién de per—

sulfato de amonio, se prepard al momento de usarse.

Preparacidn de los geles discontimuos depoliaacril-
amida para electroforésis.

Gel de poro paguefios

Solucidn A 1 volvdmen,

Solueién C ‘2’ volumenes.
H20 1 voldmen.
solucidn ( NH4 )'23208 4 volfmenes.

"Gel de poro grandeg

Solucién B 1 voldmen,

Solucidén D 2 volumenes.

solucién B 1 voldmen.
gsolucién P 4 volumenes.

* Preparacidén de los geles:

1.~ Sellar con parafilm un extremo de los tubos -
de 10 cm x 75 mm.,
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Llenar el tubo con 2 ml de la solucién de poro
pequefio.

Estratificar con agua bidestiladea con ayuda de
una micropipeta. k

Polimerizar 45 minutos.

5.~ BEliminar el agua de cade une de los‘tubos.

7-"'

80"‘
90“

10.—

Agregar solucidn 0.2 ml de poro grande y estra
tificar. ' '
Polimerizar 30 minutos. _
Bscurrir el agua y lavar con solucién de poro#i,'
grande. '
Poner la mueatra de 100 ug de proteina.

1l.- Agregar 0.2 ml de solucidén de poro grandéva -

los tubos.

12,- Estratificar el menisco cbn agua, con la ayu—

da de una micropipeta.

13.~ Polimerizar 30 minutos.

Electroforésiss

14, Colocarilos geles en la cédmara, con la mues -

15.-

tra hacia arriba. '

Poner una o dos gotas de amortiguaddr sobre -
la solucidn de ﬁoro grande que estd sobre la-
muestra , evitando la formacidén de burbujas -

que se opongan al paso de la corriente.

16.~ Repartir la solucidén emortiguadora tris-glici

170-

na en los. compartimientos de la cémara elec -
trofprética.
Poner 2 ml de la solucién de azul de bromofe-
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nol sl 0.001 % en el compertimiento superior.
Colocar la tapa de la cémara y conectar en los -
electrodos correspondientes, nivelar y conectar-
la fuente de poder; se aplicé un voltaje inicial
de 2 mA por tubo de gel durante 2 minutos y des-
pudés se aumenta a 5 mA por tubo.
Detener el paso de la corriente cuande el disco-
de bromofenol { frente de referencia ), llegue -
a una distancia de 1 cm del extremo inferior del
gel. '
Pijacién de protefnas:

Colocar los geles en dcido triclorocacético al -

S l2.5 4.

22--

23.—

24.-

Tincidns

Poner los geles en 20 ml de solucidn colorante -
de ( azul brillante de Coomasie 0.25 % 3 metanol
50 % 3 dcido acético 10 % ).

Decoloraciéns

Pasar los geles por agua y colocarlos por sepa -
rado en 20 ml de dcido acético al 5 # durante -
48 horas. ’

Montaje de geless

Pasar los geles momenténeamente en formol al 2 %
y montar en tubos de vidrios de 10 cm x 9 mm.
Sellar los extremos del tubo con parafilm, cui -
dando que no queden burbujas de aire y conservar
los geles en la obscuridad.

Los geles se prepararon el dfa que se utilizaron.



VIII RESULTADOS.



Contenido de zinec y proteina‘én los sobrenadantes de in -

cubacidn de los espermatozoides. Siempre se observé la -

presencia de zinc y proteinas en los sobrenadantes de las

diferentes incubaciones, particularmente el zinc en los -
sobrenadentes de preincubacidn en presencia de histidina-
6 md ( 11.9 tai.9 ug ), en comparacién a los controles —-
( 4.87 £1.71 v ). E1 mismo comportamiento, aunque en me
nbrip:oporpidn. fue observadq en los'sobrenadéntes de ex-
fraccidn con NaOH 0.1 M ( 6.36 = 0.14 ug ) para el proble
ma y ( 4.04 % 0.12 ug ) para el control. Finalmente en -~
los sobrenadantes de la extraccidén NaCl 1 M en el control
‘( 1.06 £ 0.26.ug ) y el problema ( 1.07 £ 0.28 ug ). Ta -
bla 1. Cantidades importantes .de proteina también fueron-
‘enbontradas an los diferentes sobrenadantes de incubacidn;
-8sin embargo, no fuerpn observadas diferencias significatj
vas en los valores de los problemas respecto a los contro
les. Tabla 1.

Contenido de zinc y proteina en los sobrenadantes de puri
ficacién del complejo lipoprotefna-zinc. En los dos prime

ros sobrenadantes de purificacién de los complejos lipo -
protefne-zinc se encontraron cantidades mayores de zinc -
en losg sobrenadantes correspondientes a los controles -
reapecto & los encontrados en los sobrenadantes de los -
problemas. No se observaron diferencias en las cantidades
de profeina presente en los sobrenadantes de purificacidn.
Tabla 2.

Electrofordsis. Los experimentos de las electroforésis -

con los sobrenadantes de preincubacidén obtenidos despuéds-
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de los 30 minutos en asusencia ( control ) y en presencia-
( problema ) de histidina 6 mM mostraron, en el_confrol -
la presencia de material con fuerte tincién positiva para
proteinas aunque sin resolucidén en bandag, en presencia -
de histidine =f mostré ademds del material con tincién -
~ observado en el control, la presencia de por lo menos -
tres bandas bien definidas y con movilidad muy diferente.
Los sobrenadantes de incubacidn en presencia de Nall 1 M-
mostraron bandas bien definidas con tihcidn muy discreta<
para protefinas 1§s'que desaparecieron después de los tra- .
tamientos para déstefiir los geles, En cambio los sobrenaQ
dantes de extraccién con NaOH 0.1 M revelaron la presen -
cia de material con tincidén para protef{na alitamente posi-
tiva pero difusa y sin resolucidédn en bandas tanto en los-
problemas como en los controles, figura 2. Los comple jes~
lipoprotefna-zinc ya purificados al ser estudiados por -
electroforésis, mostraron una banda de protefna moderada-
mente difusa pero intensamente tefdida con diferente movi-
lidad electfoforética, figura 3. Los sobrenadantes de la-
rrimera purificacidén con el dcido acético al 5 %, revela-
ron tres bandas déﬁilmente teﬁidas de las cuales sélo una
de ellas permanecidé visible en el gel al final de los tra
tamientos para quitar el exceso del colorante de los ge -
les. Los demds sobrenadantes de los siguientes pasos de =
purificacidén ya no mostraron &sta banda de alta movilidad
-alectrofordtica, figura 3.

Identificacidn de los lf{pidos del complejo lipoprotefna -
zinc _purificadoe. La identificacién de los lipidos se hizo

madian?e cromatografia en placa fina como ya se describid.
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Esta experiﬁentacién,nos peﬁﬁitid observar claramente la-
presencia de 6 lipidos diferentes, tanto en los casos de-
las lipoproteinas de los controles, como en las de los =~
problemas. De estos 1fpidos 2 de ellos son fosfolfpidos -
Yy apa#entemente de acﬁerdo a la hovilidad de los estédnda~
res, corresponden a esfingomielina y a fosfatidil serina.
Los otros cuatro lipidos presentes en las lipoproteinss ~
fueron identificados de acuerdo a los esténdares corres -
pondientes como 3 dcido grazo libre, colesterol total, -
ester de colesteroi y triglicérido. La mezcla de 1lipidos-
definid clarameﬁte la separacién de los diferentes 1fpi -
dos utilizados como estédndares. Respecto'a los 1{pidos =~
presentes en los extractos obtenidos de espermatozoides =
completos (ylavados.), se observaron diferencias muy claw
ras on relacidn a loé lfpidos de las lipoproteinas, estas
no coﬁtienen fosfatidil etanolamina y fosfatidil colina,-
figura 4.



- 42 -

Figura 2. Electroforésis discontinua en geles de
poliacrilamida al 3 y 6 % de las protefnas pre -
senteé‘en los sobrenadantes de las diferentes -

. incubaciones.

7 l.- Preincubacién 30 min en ausencia de‘histidina (control),
2.-~ Preincubacién 30 min en presehcia de histidina(problema),
3.~ Incubacién 30 min con NaCl 1 K ( éontrol ).

4.~ Incubacidén 30 min con NaCl 1 M ( problema ),

5.~ Incubacién 120 min NaOH 0.1 M ( control ),

6.~ Incubacidén 120 min NaOH 0.1 X ( problema ),



Figura 3. Electroforésis en geles discontinuos de -
poliecrilamida al 3 y 6 £ del complejo lipoproteina-
-~ zine y de laé protefnas presentes en los sobrepnadan- '
tes de purificacidn.

1. cémbiejo lipoprotefna-zinc de espermatozoides prein-

cubados sin histidina ( control ).
2.

Comple jo lipoprotefina-zinc de espermatozoides prein--
cubados con histidina 6 m M ( problems ).

3.- Primer sobrenadante de purificacién ( control ).

. 4.- Primer sobrenadante de purificacién ( problema ).

5.= Segundo sobrenadante de purificacidn ( control ).

6..- Segundo sobrenadante de purificacidn ( problema ).
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Pigura 4. Cromatografia en placa fina de los lipidos
obtenidos de los complejos lipoproteina-zinc y de -
espermatozoides completos.
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3+~ Posfatidil serina.

4.~ Posfatidil etanol .amina.

5.= Acido oléico.

6.- Colesterol.

T.~ Colesterol esterificeado,

8.~ Trioleina.

g. _

10.- Lipoprotefna-zinc ( control ).

Mezcla.

11.- Lipoprotefna-zinc { problema }.
12.- Espermatozoides completos.



TABLA 1

MODIFICACIONES EN LA ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE DE HUMANO
INDUCIDAS POR DIFERENTES CONDICIONES EXPERIMENTALES,

Sobrenadantes de Zinc (ug) Proteina ( mg )
los diferentes - _Control Problema . Control - Problema

» tratamientos. ( -Histidina) ( Higtidina ) ( -Histidina) ( Histidina )

. .
Preincubacibn 4.87 * 1.1 11.9 * 1,90 0.96 ¥ g.12 1.11 % 0.25 >
(30 min. 37°C) (6) (7) (6) (7 1
la, Extraccibn 1.06 * 0.26  1.07 * g.28 0.50 ¥ 0.10  0.60 * 0.09
NaCI I M (6) (7 (6) (7

" (30 min 4°) \ ‘ ,
2da. Extraccién  4.04 Y 0.12  6.36 % 0.14 2.24 Y012 2,30 ¥ 0,11
NaOH 0.1 M (6) (7) (6) (7)

(120 min. 4°C)

Las cantidades expresan el valor promedio ¥ las desviaciones esténdar

de los microgramos y miligramos de zinc y proteina liberados al medig
de incubacibn correspondientes. lLos valores estiin calculados para 10
espermatozoides, El ndmero de casos estd indicado en paréntesis.



TABLA 2

CONCENTRACION DE 2INC Y PROTEINA EN LOS SOBRENADANTES DE PURIFICACION DEL COMPLEJO

LIPOPROTEINA-ZINC, OBTENIDO DE ESPERAMATOZOIDES PREINCIBADQS
"SIN HISTIDINA (CONTROL) Y CON HISTIDINA 6 mM, '

o igyadantes de ZING  PROTEINA ..
‘ sin histidina con histidina sin histidina con histidina
(control ) { 6 mM) ( contrplv)' ' ( 6;mM“)
(1) 0.92% 9.3 0.55* g,24 0.69 ¥ 0,12 0.61 ¥ 0.08
(2) 0.57 T 0.19 0.38 % 0.17 0.20 ¥ 0.06 0.16 ¥ 0.01
(3) 0.12% o0.04 0.18 % 0.08 ° o0.08 Y0.02 0.10 ¥ 0.01
(4) 0.06 ¥ 0.0z 0.07 ¢ ! *

g.07 0.05 - 0,01 0.04

0.01

Las cantidades expresan los valores promedio t las desviaciones esténdar de los -
microgramos de ZINC, o miligramos de PROTEINA liberados en los sobrenadantes de -
.purificacidn, ; 9

Los valores fueron ajustados para el material lipoproteico obtenido de 1x10
espermatozoides, '

En todo los casos el ndmero de experimentos fue igual a 7



TABL A 3

‘iCARACTBRISTICAS BIOQUIMICAS DEL COMPLEJO LIPOPROTEINA ZINC RESPECTO A LOS MISMOS
PARAMETROS ESTUDIADOS EN ESPERMATOZOIDES COMPLETOS

ZINC PROTEINA COLESTEROL =~ FOSFORO

(ug) ( mg) : (ug )~ (ug at.)
+ Control ( -histidina ) 5.00 * 9.3  0.97 * 0.01 120 ¢ 6.3 6.07 ° 0.50
: (6) ( ) ( 7 ) (1)
+ Tratado (+histidina ) 3.06 < 0.5 0.84 - 0,02 71 - 8.3 3,60 -'0.50
(7) (7) (6) (7
++Espermatozoides + + + : + .
completos 25.60 - 2.5 5.20 - 0.4 .285 - 22 54.00 - 12
(lavados) (12) (6) 8)

(8) . - (

' L+ .
Los nfimeros expresan valores promedio - las desviaciones estédndar.
El Nfimero de experimentos se indica en los paréntesis.

+ Los valores reprssentan parte de la composicibn de la Lipoproteina que. se ubtuvo y
ajustd a 1 x 10 ” espermatozoides.

++ Las cantidades de los pirametros estudiados estén calculados para 1 x 10
espermatozoides.

-y -
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La composicidén y estructura deAlas membranas bio-
1Ggicas varién ampliamente segin la proporcién relativa y
categoria de sus 1lf{pidos, proteinas y carbohidratos. Bato
es importante porque determina las caracterfsticas de -
funcionalidad espec{fica de antigenicidad, amctividad enzi
matica, transporte, reacciones receptoras y funcionalidad
metabdlica, '

' La-composicidn de las membranass de los espermato-
zoides de'los diferentes mamfferos se caracteriza por -
‘ su alto contenido en 1fpidos, de los cuales en la esp@cie'x

_human& los fosfolipidos representan el 66 % destacando -
~entre ellosila esfingomielina 21.4 #, foasfatidil colina -
28 4 y la fosfatidil etanol amina 21 % y en menor propor
cién fosfatidil serina 5 % y plasmalégeno de fosfatidil-
.étanol amina 9.5 % ( 31 ). Otras investigaciones han de -
mostrado que la cantidad de colesterol varfa dependiendo-
de la especie, por ejemplo: los espermatozoides de carne-
™oy de toro contienen menor cantidad de colesterol que -
la encontrada en los espermatozoides de conejo y de huma-
no. Estas diferencias determinan valores diferentes en -
las relaciones de colesterol/fosfolipidos, siendo aproxi-
nadamente igual a uno en el espermatozoide humano { 32 ).
‘ Recientes conocimientos han establecido que la -
capacitacién del espermatozoide es un proceso en el qué—
participan diferentes.componentes que involucran cembios-
en 165 glucoconjugadoes en la superficie de los espermato-
zoides, en los ant{genos, en los l{pidos, en las particu-
las membranales, en la fluidez membranal, en la permeabi-
lidad a iones y moléculas pequefias y en el metabolismo -

intermediario ( 33, 34, 3% ).
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' El1 zinc parece actuar de manera muy-traaéendente— ‘
en los mecanismos moleculares que suceden durante lﬁ capa
citacién, ya que en los experimentos de fertilizacién " -
in vitro " la adicién de zinc al medio Krebs-Ringer Bicar
bonato inhibid la fertilizaecién ( 36 ); en cambio, cuando
~las pruebas de fertilizacidn se hicieron éon espermatozoi
des previamente capacitados, la fertilizacidén ocurrié nor
malmente aun con la adicidén de zinc al medio ( 37 ). .

La presencia de zinc en cantidades mucho mayores-
Adbbéervédas en los sobrenadantes de preincubacidn eh pre-—
sencia ‘de la histidina indica claramente‘qﬁé el eminoéci-
do indujo una impdrtante disminucién del elemento en los-
espermatozoides completos. Tabla 1. Esta pérdida del ele-
. mento podria ser considerada como un requerimiento neéqu
rio para el inicio de los camhics en composicién, estruc-
tura y permeabilidad membranal relacionados con la capaq;'
tacién. Probablemente parte de la cantidad de zinc libera
da a los medios de preincubacidn provenga dellcomplejo -
lipoproteina-zinc obtenido de los espermatozoides preincu
 bados en presencia de histidina. Tabla 2. Este mismo com-
‘portamiento fue claramente observado en.el contenido de -
zinc en la lipoproteina obtenidé de los espermatozoides -
preincubados cdn histidina. Tabla 3. ’

Se ha descrito que uno de los primeros eventos -
que ocurren durante la capacitacién es la liberacidn de -
un glucoconjugado de la superficie del espermatozoide, el
cual pueée inhibir la fijacidn del espermatozoide a la —-
zona pelucida cuando el elemento ge adiciona a los ensa--
yos de fertilizacién " in vitro ". Este factor descapaci-

tante puede ser liberado por le accién de fuerza idnica-
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{(-38 ) o por la digestidn con la B-N-ﬁcetil hexosaminida-
‘sa ( 39 ). Estos y otros resultados suguieren que el glu-
coconjugado adsorbido en la superficie del espermaﬁozoide
¥ que es liberado como parte de la capacitacién que pudie
ra estar relﬁcionado con la proteina presente solamente -
en 1o0s sobrenadantes de preincubacién en presencia de la-
histidina 6 mM, observaciones no publicades..Figura 2. -
Respecto a la diferencia en mayor movilidad electroforéti
ca del complejo lipoprote{na-zinc de los problemas, pudie
~ra-deberse a'la disminﬁcidn en la cantidad de lipidos 15§
cual puede rgpercutir en camhioa.derviscosidad_y de tama-b
fio molecular. Pigura 3.

Por otra parte, la menor intensidad de las man —-
chas ohservadas enyla cromatografia en placa fina, corresg
ﬁondiente al colesterol esterificado y trigliceridos indi
can claramente una menor cantidad de estos‘compuestos en-
* los complejos lipoproteina-zinc de los problemas. Estas-
diferencias inducidas por la presencia de la histidina du
rante las preincubaciones, confirman las cantidades meno-
.rea de zinc, colesterocl y fosfolipidos determinadas cuan-
titativemente en 163 comple jos lipovroteina-zinc, Tabla 3.

Probablemente estos cambios bioquimicos observa -
dos "“in vitro*® dérresponden a2 1o que sucede “in vivo®, fa
ciliténdose de esta manera el siguiente evento conocido -
como reaccidn acrosomal, ya que se ha demostrado que el -
colesterol, &cidos grasos y plasma seminal { 40 ) produ -
cen éfectos inhibitorios de la reaccidén acrosomal. Por el
contrario, estos efectos son facilitades por la adicidén -
de liposomas de la lecitina y/o de albdmina sérica bovina.

Esfos resultados corroboran el punto de vista en-
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el sentido de qﬁe cambios én ia composicién lipfdica de -
la membrana plasmdtica de los espermatozoides influyen -
significativamente en la capacidad fertilizante de, los -
espermatozoides de mamiferos.

La caracteristica que el zinc tiene como estabili

zante de macromoléculas y de membranas ( 41,42 ) parece-

‘gser relevante en cuaﬁto a la estabilizacidn del comple jo-

lipoprotefna-zinc pues, parece claro 1la disminucidn del-

. elemento. del comple jo lipoprotefna-zinc inducida por la -

histidina ¥y de las correspondientes consecuencias bioqui-
micas { disminucidn de colesterol y fosfolipidos ) obser-
vadas en el presente trabajo, pudieran ser en parte la -

causa de los incrementos previamente descritos respecto -

'a la motilidad y consumo de oxigeno ( 13 ) y de fosfolipi

dos endégenos de los espermatozoides ( 14 ). Conjuntamen-
te a estos cambios es posible asociar otros procesos a ni

vel de membrana como, por ejemplo, en los mecanismos ini-

- ciales de tipo fusiogénico entre las membranas plasmética
' SR £ acrosomal externa mediante la participacidén de enzimas-
=7 nembranales del tipo de' fosfolipasas ( 43,44 ) constitu -

~ yendose asf, las modificaciones del complejo iipoproteina

- =zinc como un requerimiento necesario de la capacitacién-

para inducir eficientemente la reaccién acrosomal la que-
es neéesaria pare que se lleve a cabo la penetracidén del—‘
espermatozoide al dvulo, es ﬁecir ¢t la fertilizacidn.

o Finalmente resulta interesante el hallazgo rela -
cionado con la presenéia de fosfatidil colina y de fosfa-
tidil etanol amina solamente en los lipidos obtenidos de-
eapermatozoides completos los cuales no se encontraron en

los 1ipidos obtenidos de las lipoprotefnas; Este hecho pa
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rece indicar que lo referido como comple jo lipoproteina-

zinc no se trata de fragmentos de membrana.
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