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1. C a p a c i t a c i ó n .  

Para  que e l  espermatozoide de  mamífero sea  capaz  de 

f e r t i l i z a r   a l   o v o c i t o  debe  permanecer un tiempo  de- 

terminado  en e l   a p a r a t o   r e p r o d u c t o r   f e m e n i n o .   E s t e  

p r o c e s o   f u e   d e s c r i t o   i n i - c i a l m e n t e   F o r  Chang y 

Aust in  en forma  independiente y l o  denominaron  capa - 
c i t a c i ó n  ( 1  - 3 ) .  

E l  tiempo  que se r e q u i e r e  para que o c u r r a  l a  c a p a c i  - 

t a c i ó n   v a r í a  con l a s   e s p e c i e s  ( 1 - 3 )  y p a r a   s u   e s t u -  

d i o   s e  h a  d i v i d i d o  a e s t e   p r o c e s o  en  dos  etapas se -  

c u e n c i a l e s :  l a  primera de e l l a s   s e   l l e v a  a l  cabo  en 

e l   t í t e r o  y l a  segunda en e l   o v i d u c t o ,  culminando  es - 
t a   G l t i m a   e t a p a   e n   l a   r e g i ó n  ampular en donde s e   s u  - 

c e d e   l a   r e a c c i ó n   a c r o s o m a l  ( 1 ,  2). 

Durante e l   p r o c e s o  de c a p a c i t a c i ó n   s e   l l e v a n  a l  c a -  

bo una s e r i e  de  cambios f i s i o l ó g i c o s ,   b i o q u í m i c o s  y 

u l t r a e s t r u c t u r a l e s  (3-61, a s í  como l a  remoción  de 

componentes   prote icos  que se   adsorben   a l   espermato-  

z o i d e   d u r a n t e   s u   t r á n s i t o   a l   t r a v é s   d e l   e p i d í d i m o  y 

d u r a n t e   s u   i n t e r a c c i ó n   c o n   e l  plasma seminal  (2, 7, 

8 )  
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Entre estos componentes  proteicos  que se adsorben 

al espermatozoide  se  encuentra el factor  descapaci- 

tante, el cual se ha sugerido actGa en la membrana 

bloqueando  algunos  receptores, grupos funcionales, 

canales de transporte de iones y actividades  enzimá - 
ticas,  impidiendo  así  que  se  lleve al cabo la reac- 

ción  acrosomal (6-9). Se sabe  que la interacción 

del factor  descapacitante  con la superficie del es- 

permatozoide es reversible (2, 7-9). 

Las modificaciones de l a  membrana  plasmática  que  se 

presentan  en el espermatozoide  durante  la  capacita- 

ción  incluyen  la  disminuci6n en la  carga  neta nega- 

tiva de su superficie,  debido en parte  a la acción 

de las hidrolasas (neuraminidasa y 6-glucuronidasa) 

Fresentes en las  secreciones del aparato  reproduc- 

tor  femenino ( 1 0 - l l ) ,  así  como  a la redistribucien 

de l o s  grupos polares de los lípidos  membranales 

con el consecuente  aumento  en la difusión  lateral 

de l o s  mismos y por lo %anto, en la  fluidez  memhra- 

nal (6- 1 2 ) .  

Por  otra  parte,  se  ha  demostrado  que los espermato- 

zoides  capacitados tanto ” in vivo como - in  vitro, 



muestran una reducción en el narcaje  con lectinas 

(concanavalina A) en  algunas  areas de la membrana 

plasmática  que  cubre  la  región  acrosomal (12, 13). 

Estos  aspectos  han  permitido  sugerir  que la movili- 

zación  regional y / o  diferencial  de las proteínas en 

13s  membranas del espermatozoide  expone  diferentes 

grupos  funcionales,  así  como  receptores  a  catecola- 

minas,  nucleótidos  cíclicos,  hormonas  esteroides y 

pros taglandinas (1 3 , 14)  . 

AGn más, mediante  criofractura  se  ha  demostrado  que 

durante la capacitaci6n  de  espermatozoides de 

hamster y cobayo se forman  areas libres de  proteí- 

nas en las membrana  plasmática y acrosomal  externa, 

las cuales  pueden  representar  areas  potenciales pa- 

ra la fusión  membranal  que sólo requieren Caz+ para 

que se lleve  al cabo la reacción  acrosomal (13-15). 

Estudios  realizados  en  eritrocitos  han  indicado  que 

las modificaciones en la permeabilidad  a iones y 

sustratos, así como el aumento  en la fluidez  membra - 

nal, están  asociadas con. la liberación del coleste- 

rol membranal y la consecuente  disminución  en la re - 

lacidn  molar  colesterollfosfolípidos (C/F) (16, 17). 
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Además,  en esta célula  se  ha  demostrado  también  que 

los constituyentes del plasma  sanguíneo tales como 

lipoproteinas de alta densidad,  lectinas, acil 

transferasas  de  colesterol y albúmina,  participan 

en la  remoción del colesterol de la membrana  plasmá 

tics con la consecuente  disminución  en  la  relación 

C/F ( 16 ,  1 7 ) .  

- 

La presencia  de  estos  mismos  componentes  en el sue- 

ro,  secreción del oviducto y llquido  folicular, su-  

giere  que el intercambio C/F que  ocurre  entre el  es 

permatozoide y estos fluidos  durante  la  capacita- 

ción - in vitro o in vivo se lleva al cabo  por  un me- 

canismo  similar al señalado para los eritrocitos 

(6, 15, 1 8 ) .  Asimismo se ha señalado  que la dismi- 

nución en la relación C/F en  la  membrana  plasmática 

del espermatozoide, está asociada  con  el  aumento  de 

la permeabilidad  a Ca2+ que  se  observa  durante la 

capacitación del espermatozoide, ya que se sabe  que 

- 

" 

en los espermatozoides  sin  capacitar  en los cuales 

existe una elevada  relación  molar C/F, la membrana 

plasmática  periacrosomal es impermeable  a Ca (6, 

15, 18, 1 9 ) .  

2+ 
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Cabe  señalar  que  este  mecanismo  molecular  es  compa- 

tible  con la reversibilidad  del  proceso  de  capacita - 

ción, ya que  la  adición  de  factores  descapacitantes 

(su1fat.o de esteroles y colesterol) a suspensiones 

de  espermatozoides  induce  un  aumento en la  relaci6n 

C/F,  generando  así  una  disminucidn  en  la  permeabili - 

dad y fluidez de la  membrana  plasmgtica,  lo  que tie 

ne  como  consecuencia  la  inhibici6n  de  la  reacci6n 

acrosomal (6, 20, 21). 

Otros  cambios en la  macromoléculas  intrínsecas  que 

modifican  la  estabilidad  de  la  membrana  del esperma 

tozoide de mamífero  incluyen  los  cambios  conforma- 

cionales  de  las  proteínas  membranales.  Mediante es - 
pectrofotometría  de  infrarojo  se  ha  demostrado  que 

una  gran  proporcibn de las  proteínas  que  integran 

l a  membrana  plasmática  del  espermatozoide sin capa- 

citar,  presentan  una  configuración B estable,  en 

tanto  que  al  incubar  estas  células  en  presencia  de 

agentes  que  inducen  la  capacitación  (AMPc* y lfqui- 

do  folicular,  entre  otros) se modifica  la  configura 

ción  de  estas  proteínas  a  una  menos  estable (a-hgli 

ce o enrollamiento  al  azar) (22). Estos  cambios  en 

la  estructura  membranal  parecen  estar  asociados  con 

* 3',5'-monofosfato de adenosina. 
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el incremento en el metabolismo y movilidad  caracte - 

rísticos del proceso  de  capacitación (2, 22). 

Por l o  tanto,  durante la capacitación se llevan al 

cabo  una  serie de cambios en los componentes  membra - 
nales  intrínsecos  tales  como  glicoproteínas,  lípi- 

dos y proteínas,  que al inducir cambios  estructura- 

les como los anteriormente  señalados,  permiten  que 

se  reunan las condiciones  adecuadas  de  permeabili- 

dad y fluidez  que  faciliten los eventos  de  fusión y 

vesiculación membra'nal durante  la  reacción  acroso- 

mal. 

Simultaneamente a los eventos antes  mencionados  se 

observa  un  aumento  en la proporción  de  espermatozoi - 

des con movilidad  unidireccional,  vigorosa y progre - 

siva (4, 23), y que le permite al espermatozoide 

transportarse al través del aparato  reproductor fe- 

menino  hacia la región  ampular del oviducto,  con la 

finalidad  de  interaccionar  con el ovocito y fertili - 

zarlo ( 4 ,  24). Cabe señ.alar que se ha determinado 

que este  patrón  de  movilidad  espermática está aso- 

ciada con-un aumento en la  actividad  glicolítica de 



e s t a   c é l u l a ,   s i n   e m b a r g o ,   e l   a s n e r n a t o z o i d e   e ~ l l p l c a  

también   c ier tos   aminoác idos  y .Co:;folípidos  endóge- 

nos como f u e n t e  de energía   para   mantener  1.a m o v i l i -  

dad f l a g e l a r  ( 6 ,  2 5 ,  2 6 ) .  

2 .  Reacción  Acrosomal.  

] ,a   pr imera  e tapa de l a   c a p a c i t a c i ó n ,  en l a  c u a l   l o s  

espermatozoides   modif ican  tanto   su  Fatrón de m o v i l i  - 

dad y metabolismo a s í  como l a s   c a r a c t e r í s t i c a s   e s -  

t r u c t u r a l e s  y f u n c i o n a l e s  de l a  membrana, e s   r e q u i -  

s i t o   p a r a  que  suceda l a  e t a p a  denominada r e a c c i d n  

acrosomal ( 3 ,  4 ) .  

E s t a   G l t i m a   e t a p a   s e   c a r a c t e r i z a   p o r  l a  f u s i ó n  y ve - 

s i c u l a c i ó n  de l a s  membranas p l a s m á t i c a s  y acrosomal 

e x t e r n a  y e s t á   a s o c i a d a   c o n   l a   " e x o c i t o s i s "  de l a s  

enzimas h i d r o l í t i c a s   c o n t e n i d a s   e n   e l   a c r o s o m a  ( 2 7 ) .  

E s t e   p r o c e s o   p e r m i t e  l a  p e n e t r a c i ó n   d e l   e s p e r m a t o -  

z o i d e   a l   t r a v é s  de l a s   c a p a s  que  cubren a l   o v o c i t o  

(cumulus  oophorus,   corona  radiata,   zona  pellucida)  

e induce   modi f i cac iones  en l a s   c a r a c t e r í s t i c a s  mem- 

b r a n a l e s   d e l   e s p e r m a t o z o i d e  a nivel   del   segmento 

e c u a t o r i a l  y / o  en l a  r e g i ó n   p o s t a c r o s o m a l ,  1 : ~ s  C I U X -  
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les permiten la fusión  con la membrana del ovocito 

durante el proceso  de  fertilización ( 4 ,  15, 27). 

Ahora  bien,  debido  a su  origen, estructuras y fun- 

ción, el acrosoma se ha  comparado  con  un  lisosoma o 

con  un  gránulo  secretor (28). Por lo tanto, se ha 

señalado  que  una de las funciones  que  tienen  en co- 

mGn estos organelos es  la exocitosis,  con  caracte- 

rísticas  particulares en cada  uno de ellos, y a  que 

en las células  somáticas se restaura  la  integridad 

membranal  después del proceso  secretor y durante la 

reacción acrosonial las membranas  fusionadas  se vesi 

culan y se  pierden  como  parte del mismo (27, 29). 

Sin  embargo el proceso de exocitosis  en las células 

somáticas y la reacción  acrosomal en  el espermato- 

zoide de mamífero  coinciden tanto en su dependencia 

del influjo  de Ca2+, como en la formación  de  areas 

libres  de  partículas  intramembranales  que  se  han 

considerado  areas  potenciales para la fusión  membra 

nal (27-29). 

- 

- 

En la  iniciación y regulación  de la reacción  acroso 

m31  participan  una  serie  de  componentes del acroso- 

ma y del microambiente del oviducto,  con el que es- 

- 
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ta  gameta  interacciona.  Entre  los  componentes  de 

la secrecidn  tubaria se encuentran  iones  (Na+, K+, 

Ca , Zn , Mn , C1-, PO4 ) ,  hormonas  (progestero- 

na, estradiol),  catecolaminas y nucleótidos  cícli- 

cos  (AMPc y GMPc*)  entre  otros  (2-4). 

2+ 2+ 2+ - 3  

Por  otra  parte se ha  determinado  que  el  acrosoma 

del  espermatozoide  de  mamífero  posee mfiltiples sis- 

temas  enzimgticos  tales  como  acrosina,  fosfolipasas 

A2 y C ,  ATPasas  dependientes  de Mg2+, de Na+, K+ y 

de  Ca , etc (4, 27). Estos  sistemas  enzimáticos 

parecen  estar  involucrados  en  la  regulación  de di- 

versas  expresiones  de  funci6n  celular  tales  como  la 

capacitaci6n-reacción  acrosomal (4, 27). 

2+ 

Se  ha  sugerido  que  la  en,zima  con  actividad  de  trip- 

sina  (acrosina)  presente  en  el  acrosoma, al activar - 
se, hidroliza a las  proteínas de la  membrana  acrosg 

mal  externa  facilitando s u  fusión  con  la  membrana 

plasmática.  Sin  embargo su participación en los 

eventos  membranales  involucrados  en  la  reacción 

acrosomal,  evaluada  mediante la  utilización  de  inhi - 
bidores  de  proteasas,  parece  variar  dependiendo  de 

la especie  animal  de  que  se  trate (27, 30-32). 

* 3’5’-monofosfato de guanosina. 



Asimismo, las observaciones  realizadas  utilizando 

inhibidores  de  fosfolipasa A2, fosfolipasa A2 exóge 

na o bien l o s  productos  de su actividad  (lisofosfo- 

lípidos  y  ácidos  grasos libres), sugieren  que esta 

enzima  esta  involucrada en la regulación  de la reac 

ción  acrosomal  del  espermatozoide de mamífero (32- 

34). Además,  se  ha  demostrado  la  presencia de acti 

vidad de fosfolipasa A2 en  la  fracción  particulada 

y / o  en l o s  componentes  solubles  liberados  durante 

la  reacción  acrosomal del espermatozoide de hamster 

y cobayo (3, 5, 6) .  

- 

- 

- 

Debido  a  que la reacción  acrosomal es dependiente 

del incremento  en  la  concentración  intracelular de 

Ca (23, 3 7 ,  38), se ha sugerido  también  la  parti- 

cipación de l a  fosfolipasa C en la fusión y vesicu- 

lación de las membranas plasmática y  acrosomal ex- 

terna. Esta  enzima es responsable  de la producción 

de ácido  fosfatídico, el cual es considerado un io- 

nóforo  biológico  para Caz+ (23, 37,  38). 

2+ 

En las membranas  acrosomales de los espermatozoides 

de mamífero se ha detectado l a  presencia  de  ATPasas 

dependientes de Mg 2+ , Na', K+ y de Ca2+ y  se ha su-  



gerido  que  estas  enzimas  participan  en  la  regula- 

ción  de  la  reacción  acrosomal ( 3 6 ,  39-42). La  inhi - 

bición de la  ATPasa  dependiente de Mg2+ utilizando 

DCCD* 6 NBD-C1**,  induce  reacción  acrosomal en los 

espermatozoides  de  hamster (39, 40); esta  enzima  es - 

tá  asociada con una  bomba  de H , por lo  que  juega 
un papel  importante en la regulación  del pH intra- 

acrosomal.  Por  otra  parte,  la  actividad  de  la 

ATPasa  dependiente  de Ná , K en  los  espermatozoi- 

des  de  cobayo se incrementa  durante  la  incubaci6n 

+ 

+ +  

en  sistemas  de  capacitación " in  vitro (36, 41); en 

el  hamster  la  inhibici6n.  de  esta  enzima  interfiere 

con la reacción  acrosomal (41) .  

Gordon  y  col (42), sugirieron  que  una  ATPasa  depen- 

diente  de Ca2+ regula el influjo de este  catión di- 

valente  al  acrosoma; sin embargo, la participaci6n 

de  esta  ATPasa  en  la  ind.ucci6n  de  la  reacción  acro- 

somal  es  controversial, ya que  la  actividad  de  esta 

enzima  disminuye  en  los  espermatozoides  capacitados 

in  vitro ( 3 6 ) .  
" 

* N,N'-diclohexilcabodiimida. 
** 4-cloro-7-nitrobenzofurano. 



3. Nucleótidos Cíclicos. 

En los espermatozoides de mamífero, los nucleótidos 

cíclicos regulan varias funciones importantes como 

por ejemplo la movilidad, el metabolismo y la capa- 

citación. Estos compuestos pueden ejercer s u  efec- 

to mediante el intercambio de nucleótidos cíclicos 

entre los espermatozoides y las secreciones del apa - 

rato reproductor femenino, o bien mediante la modu- 

lación de la actividad de las enzimas que regulan 

su concentración: fosfodiesterasas y adenilil-guani - 

lil ciclasas. 

Diferentes investigadores han demostrado que la mo- 

vilidad de los espermatozoides de mamífero (tanto 

de cauda de epidídimo como eyaculados), se incremen - 

ta debido a la adición de inhibidores de fosfodies- 

terasas de nucleótidos ciIclicos a los sistemas de 

capacitación - in vitro (43,  44) y han sugerido que 

este efecto se debe a que estos inhibidores mantie- 

nen elevada la concentración intracelular de AIfIPc 

(44). Además, la adici6n de AFlPc a e s t o s  sistemas 

de capacitación tiene efectos similares sobre la  mo - 

vilidad espermática (43, 44). Este efecto del APIPc 



1 4  

sobre la movilidad depende, en parte, del estado de 

maduración de las gametas  ya  que AMPc no induce mo- 

dificaciones en la movilidad en espermatozoides de 

cabeza y cuerpo del epidídimo (44, 45). 

Se  han propuesto  tres  hipótesis  para  explicar los 

mecanismos  por los cuales el AMPc participa  en la 

regulación de la  movilidad: (a)  un efecto directo 

del AMPc intracelular  sobre el sistema  flagelar; 

(b) activación  de  las  proteínas-cinasas  dependien- 

tes  de AMPc  con la consecuente  fosforilación  de p r o  

teínas asociadas  con  la  movilidad; (c) un efecto di - 

recto del AMPc  extracelular  a  nivel  membranal  con 

un cambio  subsecuente  en el transporte  de iones 

(44, 46, 47). 

- 

La respiración y glicólisis del espermatozoide  se 

incrementan  durante  la  capacitación. Estos cambios 

son estimulados  también por inhibidores de fosfo- 

diesterasas,  AMPc o análogos de éste (44, 45), l o  

cual sugiere  que AblPc est5  involucrado en  la regula - 

ción del metabolismo del espermatozoide  durante la 

capacitación. 
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Por  otra  parte, la participación de AMPc en la reac - 

ción  acrosomal del espermatozoide de  mam'lfero aGn 

es controversi.al, ya que se ha reportado  que la a d i  - 

ción  de  concentraciones  micromolares  de  AMPc o de 

sus  análogos induce la  reacción  acrosomal en los  es 

permatozoides  de  cobayo y ratón ( 4 8 ) ,  sugiriéndose 

incluso  que el incremento  en la concentración intra 

celular de AMPc que  se  observa  durante la capacita- 

ción in vitro está  asociada  con la iniciación de 

la  reacción  acrosomal ( 4 9 ) .  Sin  embargo,  existen 

reportes  que  señalan  que tanto las metilxantinas co 

mo análogos de AMPc inhiben la capacitación-reac- 

ción  acrosomal  en l o s  espermatozoides  de  cobayo  y 

hamster (50, 51). Por lo tanto,  se  requieren mayo- 

res  estudios  para  elucidar  la  participación de AMPc 

en  la regulación  de  esta  expresión de función  celu- 

lar en  el espermatozoide. 

- 

- 

- " 

- 

En diversas  células  somáticas, s e  ha señalado  que 

el GMPc parece  estar  involucrado  en la regulación 

de mGltiples  funciones  celulares (52). Asimismo, 

se ha demostrado  que la actividad  de  guanilil  cicla - 

sa, responsable  de la regulación  de la concentra- 

ción de GMPc, se localiza  tanto en la fracción  sola - 



ble como en  la fracción  particulada  de estas célu- 

las (53, 5 4 ) .  

En los espermatozoides de toro se  ha  demostrado  que 

la  adición de análogos  de  GMPc  a los sistemas de ca 

pacitación in vitro induce un incremento en la  mo- 

vilidad  flagelar (55). Sin  embargo, este efecto s o  

lo se ha  observado  en  presencia  de  inhibidores  de 

fosfodiesterasas ( 4 4 ,  5 5 ) .  Aún mas en los esperma- 

- 

" 

- 

tozoides  de  esta  especie,  capacitados in vitro  en 

presencia de inhibidores de fosfodiesterasas,  se ha 

demostrado  tambien  que  la  concentración  intracelu- 

- 

lar de  GMPc se incrementa ( 5 5 ) ,  lo cual pudiera  ser 

indicativo de su participacibn  en los eventos de ca 

pacitación  y  reacción acrosomal. 

No obs.tante que en los es:permatozoides  de erizo de 

mar Gray y col  han  demostrado  que el sistema  guani- 

lil  ciclasa  está  presente  en  la  fracción  soluble  de 

estas  células  e  inclusive  han  demostrado su partici 

pación en la  regulación del metabolismo,  movilidad 

y reacción  acrosomal ( 5 6 ,  57), en los espermatozoi- 

des de la  mayoría de los mamíferos no  se ha  detecta 

do  aún la actividad de guanilil  ciclasa ( 4 3 ) ,  por 

- 

- 



1 7  

lo que el papel  fisiológico del GNPc  en estas célu- 

las aún  está en vías  de  ser determinado. 

En el aparato  reproductor  femenino  existe  una  rela- 

ción  diferencial  en  la  concentración de nucleótidos 

cíclicos ( Z ) ,  ya  que en la  secreción  uterina  predo- 

mina  el  AMPc, lo cual  puede  relacionarse  con el 

efecto de este  compuesto  en las etapas  iniciales  de 

la  capacitación  en el microamb2ente  uterino,  mien- 

tras  que en la secreci6n de oviducto el GMPc  se en- 

cuentra en una concentracih mayor. Los cambios en 

la relación  AMPc/GMPc en el oviducto  parecen  ser im 

portantes  en  relación  con  la  inducción de la reac- 

ción acrosomal. 

- 

4. Adenilil Ciclasa. 

En la regulación de la  concentración  de &!PC en los 

espermatozoides de mamTfero  participan  tanto las 

fosfodiesterasas  como  la  adenilil  ciclasa (44, 58).  

Esta  enzima,  la  adenilil  ciclasa, ha sido  ampliamen 

te estudiada  en  diversos tipos de células  somáticas 

debido  tanto  a  las  diversas  funciones  celulares en 

que  está  involucrada,  así  como  a  la  complejidad  de 

- 
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el o los  mecanismos  de su  regulación.  Estudios  re- 

cientes han señalado  que  el  sistema  adenilil  cicla- 

sa  es un complejo  proteico  constituido  por  tres corn - 
ponentes  que  están  integrados  en  los  lípidos  de  la 

membrana  plasmática:  el  receptor (R), la  proteína 

que  une  específicamente  guanin  nucleótidos (N) y el 

componente  catalítico (C) (59-61). 

La  actividad  del  sis:tema  adenilil  ciclasa se inicia 

cuando  el  ligando  exógeno  es-pecífico  interacciona 

con  los  receptores  presentes  en  la  superficie celu- 

lar. Estos  receptores es.t%n involucrados ya sea  en 

la  activación o en la  inhi’bición  de  la  enzima. En- 

tre  los  receptores  estrechamente  relacionados  con 

la  activación se encuentran  los  receptores  a  diver- 

sos agonistas B adrenergicos, ACTH* y gonadotrofi- 

nas, entre  otros;  por  otra  parte, l o s  que  partici- 

pan enla inhibición son los receptores  para a2-adre - 
nérgicos,  agonistas  muscarínicos y péptidos  opioi- 

des (59-61). 

Subsecuentemente  a  la  formaci6n  del  complejo  hormo- 

na-receptor  ocurre  la  interacción  de  éste  con  la 

proteína  reguladora  denominada Ns (estimuladora), 

* Hormona adrenocorticotr6fi.ca. 



cuando  el  primer  mensajero  activa  el  sistema enzimá- 

tico, o bien  Ni  (inhibidora),  cuando  el  primer men- 

sajero  tiene  actividad  inhibitoria (62).  En conse- 

cuencia,  las  proteínas  Ns y Ni  son  quienes  contro- 

lan  la  actividad  del  componente  catalítico C del 

sistema  adenilil  ciclasa,  el  cual  es  responsable  de 

llevar  al  cabo  la  síntesis de MlPc  utilizando  como 

sustrato  ATP* (61-63).  

Se han  aislado,  purificado y determinado  las carac- 

terísticas  fisicoquímicas  .de l o s  componentes Ns y 

Ni.  Por  lo tanto, se sabe  que  la  subunidad Ns po- 

see  una  estructura  oligomérica  constituida  tanto 

por  una  proteína 6 de 35,000 daltones  como  por  una 

proteína as  de 42,000 daltones.  Esta Clltima protef - 

na es  necesaria  para  la  activación  de  la  adenilil 

ciclasa  por  hormonas,  guanin  nucleótidos,  NaF y ade - 
mas,  posee un sitio  específico  para  la  ribosilación 

de  ADP**  por  toxina  del  cdlera (60-61).  

Asimismo, se ha  determinado  que  la  subunidad Ni es 

un  oligómero  constituido  por  una  proteína B de 

35,000 daltones  (idéntica  a  la  proteína 6 de la sub - 
unidad Ns) y una  proteína ai de 41,000 daltones, la 

* T r i f o s f a t o  d e   a d e n o s i n a .  
* *  D i f o s f a t o  d e   a d e n o s i n a .  



cual se caracteriza por presentar un sitio de alta 

afinidad  para  guanin  nucleótidos, así como  un si- 

tio para la ribosilación de ADP por  toxina de Bor- 

detella  pertusis (61, 64 ) .  

En contraste  a l o s  diversos estudios que  existen so  

bre las características y propiedades de los  compo- 

nentes R y N del sistema  adenilil  ciclasa (60-62) 

es discreta  la  información  existente  sobre las ca- 

racterísticas  fisicoquímicas del componente C (63 ) .  

Esto se  debe,  en  parte,  a  que el componente C es su 

mamente  inestable  bajo Pas condiciones  experimenta- 

les que  permiten su aislamiento y purificación. No 

obstante,  se  ha  señalado  que al estar aislado  de 

otros componentes (R ó N), no es afectado por la 

unión de activadores 3 inhibidores,  aunque  se ha de 

terminado un aumento en su actividad  catalítica en 

presencia  de Mn o forskolina (63-65) .  

- 

- 

- 

2+ 

Ahora  bien,  existen  evidencias de que tanto en las 

células  germinales  como  en l o s  espermatozoides de 

diferentes  especies  de  mamífero,  la  adenilil  cicla- 

sa tiene una actividad  mayor en comparación  con la 

determinada en otras  estirpes  celulares ( 4 4 ,  66-69 ) .  
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Esta actividad se encuentra  asociada  principalmente 

a la  fracción  soluble en las células  germinales, en 

tanto  que  en los espermatozoides  maduros la activi- 

dad se localiza  principalmente en  la fracción  parti 

culada ( 4 4 ,  66-69). En consecuencia, se  ha propues 4 

to que  la  ontogénesis de la adenilil  ciclasa en  el 

espermatozoide  maduro  involucra  la  transición  de  la 

actividad  asociada  con  la  fracción  soluble  (presen- 

te en las células germinales) a  la  fracción  membra- 

nal, sugiriéndose  incluso  que  este  cambio  ocurre  du 

rante la diferenciación de  las espermátides  a  esper - 
matozoides ( 6 6 - 6 7 ) .  

Los estudios  dirigidos a establecer los mecanismos 

de  regulacidn del sistema  adenilil  ciclasa en el  es - 
permatozoide de  mamffero,  han permitido  señalar que 

esta  enzima  posee caracterbticas particulares en 

relación a otras  estirpes  celulares, ya que no es 

activada  por  hormonas,  guanin  nucleótidos,  toxina 

del c6lera y NaF los  cuales,  como  ya  se  señal6  ante 

riormente, son activadores  de  esta  enzima  en las c6 

lulas eucariontes ( 4 4 ,  6 0 ,  61, 68-69). Por lo tan- 

to ,  es de  fundamental  importancia el estudiar las 

características  bioquímicas de la  adenilil  ciclasa 

- 
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en el  espermatozoide  de  mamífero  con  la  finalidad 

de, en  otra  etapa,  determinar  la  posible v í a  de  re- 

gulacibn  de  esta  actividad  enzimática  en  esta  célu- 

la. 



1 1 .  HIPOTESIS 



Se propone  que  en la regulación  de  la  reacción acro - 

soma1 del espermatozoide de cobayo  están  involucra- 

das concentraciones  criticas de AMPc  y GM%, tanto 

exógenas  como  endógenas  y  por lo tanto que en el 

acrosoma  de  estas  células  existe  una  actividad  im- 

portante  de  adenilil  ciclasa, la cual  forma  parte 

de los mecanismos de modulaciBn de este evento. 



111. OBJETIVOS 



1. Determinar el efecto de los nucleótidos  cícli- 

cos  ex6genos (AMPc y GMPc)  en  la dinámica de la 

reacción  acrosomal de los espermatozoides de co - 
bayo. 

2. Determinar  mediante  citoquimica  la  localización 

subcelular  de  la  actividad  de  adenilil  ciclasa 

en los espermatozoides  de cobayo. 

3 .  Determinar  parte  de las características  bioquí- 

micas de la  actividad de adenilil  ciclasa en el 

acrosoma de los  espermatozoides de cobayo. 



IV. MATERIAL Y METODOS 



Como  modelo  experimental se utilizaron  cobayos ma- 

chos, cepa  hartley,  adultos,  fértiles  de 8-10 meses 

de  edad,  los  cuales  se  sacrificaron  por  dislocación 

cervical.  Una  vez  obtenidos  los  complejos  testícu- 

lo-epidídimo  por  laparatomía se procedió a disecar 

la  cauda  del  epidídimo,  misma  que se colocó  en  una 

caja  petri  con  solución  de  NaCl 0.154 M, ajustada a 

pH 7.4 

Los  espermatozoides  se  obtuvieron  mediante  la  perfu - 
sión  de la cauda  del  epidídimo,  al  través  del con- 

ducto  deferente,  con  solucidn de NaCl 0.154 M, pH 

7.4 (70). La  suspensión  celular se lavó y concen- 

tró por  centrifugación a 300 xg  durante 10 min (2 

veces), resuspendiendo  los  espermatozoides  en un 

sistema  quimicamente  definido (MCM"), libre  de cal- 

cio, pH 7.4  (71). Los  espermatozoides se contaron 

utilizando  una  c5mara de Neubauer y la  concentra- 

ción  celular se ajust6  por  dilución a lo8 espermato - 
zo  ides  /m1 

Para  cumplir  con el  primer  objetivo  de  este  trabajo, 

que  implicó  determinar el efecto  de  los  nucleótidos 

cíclicos  ex6genos (AblPc y GPIPc) en la  dinfimica de 

* Medio  Capacitante Mínimo. 
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la reacción  acrosomal,  se  utilizaron  por  separado 

allcuotas  de 25 x lo6 espermatozoides  resuspendidos 
en MCbl libre  de Caz+, pH 7.4 a  37OC,  a las que  se 

adicionaron los siguientes  compuestos: 

a) 1.25 mM  de  Ca2+ (control). 

b) 1.25 mM  de  Caz+ y AMPc  a las concentraciones  de 

10 y 100 vM. 

c)  1.25 mM de  Caz+ y GMPc  a las concentraciones  de 

1 0  y 100 pM. 

d) 1.25 mE.I de  Caz+ y la relación  AMPc/GMPc 

1 OvM/l O O v M  o bien 100uM/ 10vM. 

Todos los sistemas  se  ajustaron a un  volumen  final 

de  500 u1 con  MCM y se incubaron  durante 4 horas  a 

37OC  bajo  una  atmósfera  de  5%  de COZ + 95% de aire, 

con la finalidad de que las células  experimenten el 

proceso de capacitación-reacción  acrosomal en este 

sistema no sincrónico (70). 
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Cada hora  durante el periodo de incubación se toma- 

ron  alícuotas  de 5 0  u1 de las suspensiones  celula- 

res las que  se colocaron  en  portaobjetos  excavados 

precalentados  a  37OC,  se  cubrieron  con  cubreobjetos 

y se observaron  en  un  microscopio de contraste  de 

fases (Carl Zeiss), equipado  con  una  platina  termo- 

rregulable (Microlec Warm Stage) a 3 7 O c  para  eva- 

luar tanto la  proporci6n  de  espermatozoides  m6viles 

y las características de la movilidad  así  como el 

porcentaje de células que llevaron al cabo la reac- 

ción  acrosomal (23, 70). 

El porcentaje de espermatozoides  que  presentaron 

reaccidn  acrosomal ( %  R A) se calculó  utilizando la 

siguiente  formula: 

% R A =  Espermatozoides  móviles  sin  acrosoma x ,oo  
Total  de  espermatozoides  móviles 

El segundo  objetivo de este trabajo consisti6  en 

determinar  mediante  citoqulmica  la  localizaci6n  sub - 

celular  de  la  actividad  de  adenilil  ciclasa  en el 

espermatozoide de cobayo.  Para  esta  finalidad, el 

análogo de ATP que  se utilizó  como  sustrato fue el 
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AMp-pNp*, el  cual  no  es  hidrolizado  por  la  aCtiVi- 

dad  de  otras  ATPasas  diferentes  a  la  adenilil CiCla 

sa (72). La  hidrólisis  del AMP-PNP genera  como  pro 

ductos  AMPc + PNP**;  este  Gltimo  producto  en  presen - 
cia  de Pb2+, forma un complejo  electrodenso  en  los 

sitios  de  actividad de adenilil  ciclasa (72) (figu- 

ra 1). 

Para  esta  determinación se utilizaron  alícuotas  de 

25 x 10  células  obtenidas  mediante  la  metodología 

descrita  anteriormente,  a  4"C,  excepto  que  el  amor- 

tiguador  fue  sustituido  por  tris-maleato 20 mM, pH 

7.4 

6 

Los espermatozoides  se  incubaron  durante 10 min  a 

3OoC en  el sistema  amortiguador  antes  señalado  en 

un volumen  final  de 1 m1 en presencia  de:  MgS04 

4 mM, SQ 20,009*** 0.2 mM,  dextr5n 7%, Pb(N0,)2 

1 mM, AMP-PNP 0.3 mM (72). En  esta  determinaci6n 

se incluyeron  también  sistemas  de  incubación  libres 

de AMP-PNP o Pb(N03)2, con  la  finalidad  de  tener  el 

control  de  precipitación  inespecífica y el  control 

negativo  correspondiente. 

* 5'-adenilil-imidodifosfato. 
** Imidodifosfato. 
*** 1-etil-4- (isopropilidenhidrazina)-lH-piraz010- (3,4,6)-piri 

dina-5-ácido carboxílico, hidroxicloruro del éter et~llco. 
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La reacción  se terminó mediante  la  adición  de 1 m1 

de  una  solución de glutaldehido 2% y fornlaldehido 

2% en amortiguador  de  cacodilato de sodio 100 mM, 

pH 7.4  lo cual  permitió  también  fijar a estas  célu- 

las. Para  lavar  y  concentrar  a los espermatozoi- 

des, las suspensiones  celulares se centrifugaron  a 

300 xg durante 30 min  resuspendiendose  por  separado 

en solución  de  cacodilato  de  sodio 100 mM, pH 7 . 4  y 

centrifugandose  nuevamente (2 veces) en las condi- 

ciones  antes  señaladas (72). 

La postfijacidn  de los espermatozoides se realizd 

adicionando  una  solucidn de Oso4 al 2 %  en  amortigua - 

dor de cacodilato de sodio 1 0 0  mM,  pH 7.4 (1 : 1 v/v) , 
e incubando  durante 120 min  a 4OC.  Una  vez  conclui - 
do  el periodo de incubación, las células se lavaron 

y  concentraron  por  centrifugación (3 veces) bajo 

las condiciones  señaladas  previamente (72). 

El paquete  celular (espermatozoides) se  deshidratd 

mediante la utilización  de  alcoholes  ascendentes 

( 7 0 % ,  8 0 % ,  9 0 %  y absoluto) y  óxido de propileno. 

Posteriormente los paquetes  celulares  se incluyer,n 

en una  resina  epóxica (Epon 812) y se obtuvieron 
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cortes  finos de 70 nm en  un u1 tramicrotomo (Reichter), 

mismos  que se constrastaron con acetato de uranilo 

y citrato de plomo (12).  Las preparaciones  obteni- 

das se analizaron en un  microscopio  electrónico 

(Phillips 300). 

El tercer  objetivo de este  trabajo  implic6  determi- 

nar algunas  características  bioquímicas  de la acti- 

vidad  de  adenilil  ciclasa  en el acrosoma del esper- 

matozoide de cobayo,  para lo cual se procedid  de  la 

siguiente  forma: 

Subsecuentemente  a  la  obtención de los espermatozoi - 
des  a 4OC, siguiendo la metodología  descrita  previa - 
mente,  se  procedió  a  separar los acrosomas  para l o  

cual se homogeneizd la suspensión  celular en  un  va- 

so  Potter-Elvejhem  con  émbolo  de  teflbn,  durante 

1 min  a la velocidad  de 11311 utilizando un motor 

Caframo  Stirrer (Nod. RZR1-64), seguido  de  agitacio - 

nes  a  4OC en un dispositivo  mecánico  (Vortex-Genie 

Mod. 550-G), a  intensidades  de "3" y "10" durante 

3 min y 30 seg, respectivamente ( 5 4 ) .  El desprendi - 

miento de los acrosomas se comprobó  mediante  un mi- 

croscopio  de  contraste  de fases. 



A partir  de  esta  preparación se obtuvieron l a s  dos 

fracciones  subcelulares  que se utilizaron en esta 

etapa del estudio: (a) fracción  enriquecida de acro - 
somas (matriz y membranas acrosomales) (FEA) y (b) 

membranas  acrosomales (MA).  

(a) Para la obtención de la fraccidn  enriquecida 

de  acrosomas, de alícuotas  de 2 x lo8 esperma- 
tozoides, se separaron los acrosomas  mediante 

l o s  procedimientos  mecánicos  descritos  previa- 

mente;  se centrifugó  a 1,000 xg durante 20 min 

a 4 ° C  y se recolectaron los sobrenadantes,  en 

los cuales  se  obtuvieron  simultaneamente tanto 

membranas  acrosomales  como  matriz  acrosomal, 

libre  de  espermatozoides. 

(b)  Para  obtener  la  fracción  de  membranas  acrosoma - 
les se tomaron  alícuotas de l o 8  celulas  proce- 

sadas  para  separar los acrosomas. Estas alí- 

cuotas  se  estratificaron  sobre  gradientes dis- 

continuos  de  sacarosa  formados  con las concen- 

traciones  de 0.9 M, 1.08 M ,  1 . 2  M y 1.3 M en 

amortiguador de Tris-HCl 50 mM, pH 7.4. Estos 

gradientes s e  centrifugaron  a 6 5 , 0 0 0  xg duran- 



te 120 min a 4OC, utilizando un rotor SW 27 y 

una  ultracentrífuga  Beckman L5-75; las membra- 

nas  acrosomales se recolectaron  de  la  interfa- 

se entre  las  concentraciones 0 . 9  M/1 . O 8  M de 

sacarosa.  Para  lavar y concentrar  las  membra- 

nas s e  adicionaron 5 volGmenes  de Tris-HC1 

50 mM, pH 7.4, centrifugandose  esta  suspensi6n 

en un rotor SW 65 a 100,OOh xg  durante 30 min 

a 4OC (73). El  precipitado  de  membranas  acro- 

somales se resuspendi6 en 100 ~1 de la misma 

soluci6n  amortiguadora. 

La  pureza  de  la  fracción  enriquecida  de  acrosomas y 

de  las  membranas  acrosomales se evaluó  tanto  por mi 

croscopía  electrónica  de  transmisi6n (74), como me- 

diante  la  determinaci6n  de  actividades  enzimáticas: 

5'Nucle6tidasa,  ATPasa  dependiente de Na+, K', 

ATPasa  dependiente  de Caz+, hialuronidasa y acrosi- 

na (75, 76). En  estas  fracciones  se  determinaron 

también  las  concentraciones de proteínas y ADN* 

(77, 7 8 ) .  

La  actividad  de  adenilil  ciclasa  se  evalu6  en  las 

fracciones  FEA y MA utilizando  la  siguiente  mezcla 

* Acido desoxirribonucléico. 
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de  reacción: MgC12 5 mF4, albcmina  sérica  bovina 

0.1% ,  SQ 2 0 , 0 0 0 9  100 p M ,  piruvato  cinasa 8 U/siste- 

ma, Zicido fosfoenol  pirGvico 1 2 .  S mM y ATP 2 mM en 

amortiguador Tris-HC1 20 mN,  pH 7 . 8  en un volumen 

final  de 100 u1 ( 6 8 ,  79). 

La reacci6n se inició  por  la  adición al sistema  de 

incubación,  de 1-10 p g  de proteínas  correspondien- 

tes a las fracciones FEA y MA. Estos  sistemas se 

incubaron  durante 15 min para MA y 30 min  para  FEA, 

a 3OoC. La  reacción  se  terminó  por  la  adición de 

S O  u 1  de  amortiguador de acetatos  (concentración fi 
nal de 50 mM, pH 3.9) ( 8 0 ) .  

Los sistemas  fueron  evaporados  a  sequedad a 6OoC,  

se resuspendieron  com 1 m1 de amortiguador  de  aceta - 

tos 50 mM, pH 6 . 2  y se tomaron  alícuotas para deter - 

minar la concentración de AblPc formado  utilizando 

el método  de  radioinmunoanálisis  descrito  por 

Tamayo y col ( 8 0 - 8 2 ) .  

Para  determinar el comportamiento  cinético de la a c  - 

tividad de adenilil  ciclasa  en las fracciones FEA y 

MA,  se hicieron  variaciones  en  las  siguientes  condi - 



37 

ciones  experimentales: 

concentraciones  de ?In (2.5-10 mM) 2+ 

concentraciones del sustrato ATP (1-3 mM) 

tiempos  de  incubacidn (5-30 min) 

temperatura de incubacibn (.3U y 3 7 O C )  

PH ( 6 . ~ 1 - 9 . q .  

El análisis estadfsti.c.0 de 'los resultados se  reali- 

zó mediante  la  prueba t de Student y el método  de 

mínimos  cuadrados  para el ajuste  de  la  recta y el 

análisis  de  regresidn  lineal ( 8 3 ) .  



F I G U R A  1 

ADENILIL ClCLASA AMPc + PNP 

AMPC + Pi m“”” .  

NO HIDROLlSlS 
L”””V” ADP + Pi 

ATPosa 

Esquema de l a  hidrólisis  de ATP y AMP-PNP por adenilil  ciclasa 
y ATPasas. Modificado  de Wagner y col. (72) . 



V. REACTIVOS 



Los reactivos  que  se  utilizaron  en  este  estudio  fue - 

ron  grado  químicamente  puro y se obtuvieron  de  las 

siguientes  casas  comerciales: 

Nerck,  Sigma, J.T. Baker. Los reactivos  utilizados 

para  determinar  el AMPc mediante  radioinmunoanáli- 

sis,  fueron  donados  por  el  Departamento  de  Nefrolo- 

gía  del  Instituto  Nacional  de  la  Nutrición "Salvador 

Zub i ran" . 



VI. RESULTADOS 
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La  primera etapa de trabajo implicó determinar el 

efecto de AMPc y GMPc exógenos  en la dinámica  de la 

reacción  acrosomal del espermatozoide de  cobayo, 

utilizando  sistemas  de  capacitación  no  sincrónicos 

para  inducir la reacción  acrosomal - in vitro. 

Las  características de la movilidad  de  estas  células 

se evaluaron  subjetivamente tanto en l o s  sistemas 

de  incubación  considerados  como  control (MCM adi- 

cionado  de 1.25 mM de Caz+), como  en los  si-stemas 

experimentales. En el caso  de l o s  controles  se ob- 

servó  que  aproximadamente el 8 0 %  de  las  células  se 

mantuvieron  móviles  durante el periodo de  incuba- 

ción  de 4 horas. 

Por  otra  parte, en este  mismo  periodo de tiempo,  se 

determinó en los espermatozoides  incubados  en pre- 

sencia  de  AMPc  que el porcentaje  de  células  móviles 

no  se  modificó  con  respecto al control,  aunque  se 

observó un aumento  en  la  intensidad  de  la  movilidad 

flagelar. En presencia  de GblPc, no se  observaron 

modificaciones  aparentes en la movilidad  espermáti- 

ca en relación al control. 
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Utilizando las condiciones  experimentales  considera- 

das dptimas  para  conducir  capacitación  en l o s  esper- 

matozoides de cobayo (control), se  obtuvo 13 .6% ,  

35.5%, 5 4 . 3 %  y 72.0% de  cglulas  con  reacción  acroso- 

mal al término de 1, 2, 3 y 4 horas de incubación, 

respectivamente (gráficas 1, 2 y 3 ) .  

Por,otra parte, la incubación de los espermatozoides 

en  presencia  de 10 y 100 vM de AMPc  indicaron  que  a 

estas  concentraciones no se  observó  algdn  efecto sig 

nificativo  sobre la reaccidn  acrosomal  después  de la 

primera  y  segunda  hora de incubación;  sin  embargo, 

durante la tercera  y  cuarta  hora  se observd una inhi - 
bición de hasta 30 y 40% en la reaccidn  acrosomal al 

comparar  con su control  respectivo (p < 0.01). No 

se observaron  diferencias en relación  al efecto de 

 AMP^ entre  las  concentraciones de I O  y 1 0 0  FIN (gráfi 

ca 1). 

Los espermatozoides  incubados  en  presencia de GMPc 

mostraron un incremento  significativo  en el porcenta - 

je  de  la  reacción  acrosomal al comparar  con el con- 

trol (p < 0.01 ) .  Este efecto sobre la reacción  acro - 
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soma1  fue  significativamente  mayor  cuando  se  utilizó 

100 IJM de GMPc  en  relación con 10 IJM; ya que  en la 

primera hora de incubacidn el % R A  aumentó  hasta 3 

veces  con 100 vM de GMPc, en tanto que  con 10 uM el 

aumento  fue de 1.9 veces en relaciBn al control. 

Asimismo, a la  segunda, tercera y  cuarta  horas, el 

aumento  en el % R A  inducido  por este nucleótido  fue 

de  hasta 1.3 veces para  la  concentración  de 10 IIM  y 

de 1.6  veces  para 100 p.M, respectivamente (gráfica 

2) 

Ahora  bien, los resultados  correspondientes a la 

adición  conjunta de estos nucleótidos  señalan  que la 

relación  AMPc/GMPc  con  predominio de AMPc,  inhibió 

significativamente el % R A a la  tercera  y  cuarta ho - 
ras con  respecto a su control.  Por  otra  parte,  cuan - 

do se utiliz6 un predominio de GMPc se obtuvo un  in- 

cremento  significativo  en el porcentaje de  la reac- 

ción  acrosomal  en  la  tercera y cuarta  horas  de  incu- 

bación (gráfica 3) .  Cabe señalar, que las caracte- 

rísticas  de  la  movilidad no se  modificaron  bajo es- 

tas condiciones  experimentales,  en  relación a su  con - 

trol. 



LOS resultados de la determinación de la presencia 

de la  actividad de adenilil  ciclasa  en los espermato - 
zoides de  cobayo  mediante  citoquímica  permiten  seña- 

lar lo siguiente: 

Bajo las condiciones  utilizadas,  observamos  que los 

espermatozoides  incubados  en  presencia del sustrato 

(AMP-PNP), presentaron  la  formación de un  complejo 

electrodenso de imidodifosfato-Pb2+ en los sitios de 

actividad  enzimática,  localizados  principalmente  en 

la  cara  interna  de la membrana  plasmática  de  la re- 

gión  que  cubre al acrosoma;  tambien  se  observaron al 

gunos  precipitados  cercanos  a las fibras  densas ex- 

ternas y en las mitocondrias  de  la  pieza media. No 

se observaron estos complejos  electrodensos al incu- 

bar  a l o s  espermatozoides en ausencia  de AMP-PNP o 

de Pb(N03)2 (controles negativos) (Fig. 2 ) .  

- 

Para la realización  del  tercer  objetivo de este  tra- 

bajo, que  implicó  determinar  algunas  características 

bioquímicas de la actividad  de  adenilil  ciclasa,  se 

utilizaron las fracciones FEA y MA  obtenidas  a par- 

tir de espermatozoides  a los cuales  se  separó el 

acrosoma  mediante los procedimientos  mec5nicos des- 



critos en la sección  correspondiente. La eficiencia 

de los procedimientos  para  separar l o s  acrosomas se 

evaluó  mediante  microscopía  de  contraste de  fases y 

microscopía  electrónica  de  transmisión, lo cual per- 

mite  señalar  que en más  del 90%  de  las  células el 

acrosoma se separó del espermatozoide  a  nivel  del 

segmento  ecuatorial,  sin  daño  aparente  en las dem5s 

estructuras (pieza media y flagelo). 

La evaluación de la fracción  de  membranas  acrosoma- 

les  mediante  microscopía  electrónica  se  transmisión 

indicó un enriquecimiento y pureza  adecuados (Fig. 

3 )  

Los resultados  correspondientes  a  la  determinación 

bioquímica  de la pureza  de las fracciones  FEA y MA 

están  expresados  en el cuadro 1, donde  se  muestra 

que las actividades  específicas de S'nucleotidasa, 

ATPasa  dependiente de  Caz+, y ATPasa  dependiente de 

Na - K  son 4 ,  5, y 9 veces  mayores,  respectivamente, 

en la fracción MA en relación  a  FEA.  Asimismo  se 

determinó  que la actividad  de  hialuronidasa  está 

asociada con  FEA en tanto que  la  actividad de  acro- 

+ + 
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sina no fue  detectada  en la fracción de MA. 

Por  otra  parte, el estudio  de las características 

bioquímicas  de  adenilil  ciclasa en las fracciones 

FEA y MA del espermatozoide de cobayo,  permite  seña- 

lar lo siguiente: 

En este  estudio  determinamos  que  a las diferentes 

concentraciones de Mn2+ utilizadas (2.5-10 mM), este 

cati6n  divalente  tiene un efecto  activador  del  siste 

ma adenilil  ciclasa,  tanto en FEA como en MA, al corn 

parar  la  actividad con respecto  a  la  obtenida  en  con 

diciones  basales. El incremento en la  actividad de 

adenilil  ciclasa en presencia de 2.5, 5 y 10 mM de 

Mn2+ fue  de  hasta 2, 3.5 y 5 veces,  respectivamente, 

en relación  a  la  actividad  evaluada en condiciones 

basales tanto en FEA como en  MA (gráfica 4 ) .  

- 

- 

Al expresar los resultados  obtenidos  mediante  una 

gráfica  de  Lineweaver-Burk o doble  recfproca, se  de- 

terminó  que  la Km para Mn2+  en  MA fue  de 6 . 4 9  mM y 

el l/Vmax fue de l .  13 (gráfica 5 ) .  En FEA se  obtuvo 

una Km para Mn2+ de 20.3 m14 y un 1 /Vmax  de 0.9  (grá- 

fica 6 ) .  
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En la gr5fica 7 se muestra  la actividad de adenilil 

ciclasa  obtenida  utilizando  diferentes  concentracio- 

nes de  protelnas (1 - 1 0  ug) de FEA y MA, tanto en  con - 

diciones  basales  como en presencia  de Mn . En es- 

tas condiciones, se observa  nuevamente  que  la  activi - 
dad  de  adenilil  ciclasa,  en  ambas  fracciones es sig- 

nificativamente  mayor en presencia  de Mn2+  en  rela- 

ción  con la actividad  basal (p < 0 .005 ) .  Asimismo, 

en FEA y MA observamos un comportamiento  lineal en 

relación  a  la  concentración de proteínas  utilizado, 

tanto  en  condiciones  basales  como en presencia del 

activador. 

2+ 

Por  otra  parte, en presencia de Mn2+,  se determinó 

que  la  actividad  de  adenilil  ciclasa en la fracción 

FEA  se  incrementó  en  forma  progresiva y lineal en re 

lación  a l o s  tiempos de incubación  estudiados (10, 

20 y 30 min); en  consecuencia el incremento  mayor  se 

obtuvo en el  periodo  de  incubación  de 30 min 

(p < 0.005) (gráfica 8). Asimismo  al  incubar la 

fracción MA durante 5 ,  10,  15 y 20 min en presencia 

de este  catión  divalente,  se  observó  un  incremento 

en esta  actividad  enzimática  con  respecto al tiempo 

de  incubación.  La  cinética de esta  actividad  demos- 
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tr6 ser  lineal  hasta el periodo de incubación de 15 

min, ya que no se  detect6  una  diferencia  significati 

va en la actividad  enzimática entre 15 y 20 min de 

incubación (gráfica 9). 

- 

De  acuerdo  con estos resultados se establecieron co- 

mo tiempos  de  incubación  para  la  determinación de es 

ta actividad  en  fases  experimentales  subsecuentes 15 

y 30 min  para MA y FEA  respectivamente. Es importan 

te  señalar  que la actividad  enzimática  en  ausencia 

de bln2+ también  mostr6 un comportamiento  lineal, si- 

milar al observado  en  presencia  de  este catión. 

- 

- 

La determinación de la  actividad de adenilil  ciclasa 

en las fracciones  FEA y MA en presencia de Mn 2+ , en 
función de diferentes  concentraciones de sustrato 

(1, 2 y 3 mM de  ATP) indicó lo siguiente: en FEA se 

observó  una  actividad  especifica  significativamente 

mayor al utilizar  las  concentraciones  de 2 y 3 mM de 

ATP; por el contrario,  en  la  fracción  MA no se obser 

varon  diferencias en la  actividad  de  adenilil  cicla- 

sa con respecto a las diferentes  concentraciones de 

ATP estudiadas (gráfica 1 0 ) .  

- 
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En la  gráfica 11 está  representado el efecto  de 2 

temperaturas  de  incubaciBn  sobre l a  actividad de ade - 

nilil ciclasa  en FEA y MA, tanto en condiciones basa - 

les como en presencia  de  Mn . Bajo  estas  condicio- 

nes experimentales no se observaron  diferencias sig- 

nificativas  en  la  actividad  específica  determinada  a 

30  y 3 7 ' C .  

2+ 

Los resultados  obtenidos al determinar  la  actividad 

de adenilil  ciclasa  dependiente de Mn2+ en el inter- 

valo de pH  entre 6 .0  y 9.0, indicaron  que el pH ópti - 
mo para  la  evaluación  de la actividad de esta  enzima 

es de 7 . 8  tanto  para FEA como para MA. A este pH, 

la  actividad  específica  fue  de 0.383 k 0.131 nmolas 

de AMPc/min/mg de proteínas  para  FEA y de 2.74 2 

0.715 para MA (gr5fica 12). 

En el cuadro 2 est5  expresada  la  actividad  específi- 

ca  del  sistema  adenilil  ciclasa,  evaluada bajo las 

condiciones que, en base  a l o s  resultados  obtenidos 

en  este  estudio,  fueron  consideradas  óptimas: 10 ml\l 

de Mn2+; 2 mM de ATP; 5 ug de proteínas, pH 7 . 8  y 

tiempo de incubación de 15 min para MA y 3 0  min para 

FEA, a 3OoC.  En estas condiciones  experimentales, 
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l a   a c t i v i d a d   e s p e c í f i c a  de a d e n i l i l   c i c l a s a  en condi  - 
cienes basales  es 9 veces mayor en l a   f r a c c i ó n  MA en 

r e l a c i e n  a l a  determinada en FEA, Asimismo, se  ob-  

servó un aumento en la   ac t iv idad  basal  de hasta 5 ve - 

ces  en presencia de 10 mM de Mn2+, en ambas f r a c c i o -  

nes .  



EFECTO DE AMPc EN LA REACCION ACROSCMAL 
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6 Gráfica 1. Se incubaron  alícuotas de 25 x 10 espermatozoides, 
durante 4 horas  a 37OC, en un sistma no sincrdnico  para  indu 
cir  la  reacción  acrosomal (70) . Cada barra representa  el pro- 
medio - + desviaci6n  estandar (D.E.) de 5 experimentos. 

i l  control; Lxd  10 ,,M de  AMPc y m 100 U M  de  este nu- 
cleótido.  El % de RA se evalud  por  el  método de Yanagimachi 
( 7 )  

* p < 0.01 al  comparar  con el  control. 



EFECTO DE GMPc EN LA  REACCION ACROSOMAL 

1 2 3 4 Horas 

Gráfica 2. Los espematozoides de cobayo se incubaron en s i s t e -  
mas capacitantes no sincrónicos como se  indica en l a  grsfica 1 
Cada barra  representa e l  promedio f D.F. de 5 experimentos. L-1 c o n t r o l ; [ R I l  O u14 de WC y= 1 00 uM de WC. 

* p < 0.01 a l  comparar  con el  control. 



EFECTO DE AV.Pc/CMpc EN LA REACCION ACROSOWL 
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Gráfica 3. Los espermatozoides de  cobayo se  incubaron en sis- 
temas capac i ta tes  no sincrónicos como se indica en la   gr5f ica  
f. Cada punto representa e l  promedio + D.E. de 5 experimentos 
O-  control : A-" AAMPc/GMPc(1~/100 y X"" Ilr 
AMPc/mPc (100/10 ).I M) . 
Los resultados en la  tercera y cuarta  hora fueron s igni f i ca t i  
vos (p < 0.005) a l  comparar  con e l  control. 

- 
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ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA EN EL  ACROSOMA  DEL  ESPERMATOZOIDE 

DE  COBAYO 

Figura 2. La composición fotográfica muestra: A- espermatozoi- 
des de  cobayo  incubados  en ausencia  del  sustrato  específico 
AMP-PNP (control), B- espermatozoides incubados en presencia 
de este sustrato. Se  señalan las zonas  de precipitación elec- 
trodensa que indican los s i t i o s  de actividad de adenilil  cicla 
sa (55,000 X) (72). 

- 
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Figura 3. Fotografía  de microscopia electrdnica  que muestra 
la fraccidn  de membranas acrosomales  aisladas  de  espermato- 
zoides  de  cobayo (22,000 y 55,000 X) , 
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C U A D R O  1 

DETERMINACION  DE  DIVERSAS  ACTIVIDADES  ENZIMATICAS EN 

LAS FRACCIONES  FEA Y MA  OBTENIDAS DE ESPERMATOZOIDES 

DE COBAYO 

ACTIVIDADES  FRACCION  ENRIQUECIDA  MEMBRANAS 
ENZ IMATI CAS  DE  ACROSOMAS 

(FEA) 
ACROSOMALES 

(MA) 

5'Nucleotidasa 11.0 - + 0 . 9 8  4 2 . 4  - + 1.77 

ATPasa-Ca 10 .9  - + 4 . 8 0  52.4 - +17.70 2+ 1 

ATPasa-Na ,K 8 2 . 3  - + 6 . 0 3  723.3 - +86.70 
+ * I  

Hialuronidasa 1089 - + 9 1   1 8 . 1  - + 0 . 5 1  

Acrosina 3 N.S. 8 . 5  - + 0 . 5 0  

Cada dato  representa el promedio + D.E. de 10 experi- 
mentos. 

- 

1 = mlas Pi/min/mg  de  proteínas 

2= 1Jnidades:una  unidad  es  la  cantidad  de  enzima  necesaria  para 
hidrolizar  la  misma  proporción  de kid0 hialurónico que l p g  
de  hialuronidasa  estándar (84). 

3= Unidades:una  unidad  es  la  cantidad  de  enzima  necesaria  para 
hidrolizar 1 wola del  éter  etílico  de  la  N-benzoil-L-argini 
na (BAEE) por  minuto (30) 

- 

N.D.* No Detectable. 



EFECTO DE Mnz+ EN LA ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA 
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Gráfica 4.  La  actividad  de  adenilil  ciclasa  se  determin6  ba- 
jo las  condiciones  de  incubaci6n  señaladas  en  la  sección  de 
material y metodos.  Cada  barra  representa e l  promedio + D.E. 
de 1 O experimentos,. La actividad  específica  está expreda 
en nmolas de  AMPc/min/mg  de  protefnas  de FFA 1 7 1  y MA= 
incubadas  en  presencia  de 2.5, 5 y 10 mM de Mn , así como 
en  ausencia  de este catión  divalente  (basal). 

* p < 0.005 al  comparar  con  las  condiciones  basales. 



EFECTO  DEL l b 2 +  EN LA ACTIVIDAD DE  ADENILIL CICLASA EN LAS 

“BRANAS ACROSOMALES 
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Gráfica 5. Representa  la  recíproca  de la actividad  de  ad5gilil 
ciclasa  contra  la  recíproca  de  las  concentraciones de h . La 
recta  se  ajustó mediante un anglisis de regresi6n  lineal (83). 



EFECTO DE "Iz+ EN LA ACTIVIDAD DE ADENILIL CICLASA EN LA FRAC 
CION ENRIQUECIDA DE ACROSOMAS 
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Gráfica 6. Representa la recíproca de la  actiyidad  específica 
versus  la  recíproca  de  la  concentración  de "I . El valor  de 
la Km aparente y la IfVinax se obtuvieron  a  partir  del  análisis 
de  regresión (83). 



EFECTO DE  DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ENZIMA EN LA ACTIVIDAD 
DE ADENILIL  CICLASA 
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Gráfica 7 .  Cada valor  representa e l  promedio + D.E. de 10 expe- 
rimentos. La actividad de l a  enzima está expresada en  nmolas 
AWc/min  en función de diferentes  concentraciones de proteínas 
de FEA (escala A y ) y de MA (escala B , ), obteni- 
das de espermatozoides de  cobayo . Estas determinaciones se 
realizaron  tanto en c ndiciones  basales ( , ) como  en pre- 
sencia de 10 dl de hh" ( y ) . Las rectas  se  ajustaron me- 
diante el método  de  mínimos cuadrados (83). 
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TIEblPO DE  INCUBACION Y ACTIVIDAD  DE  ADENILIL  CICLASA 
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Gráfica 8. Efecto  del  tiempo  de  incubación  sobre  la  actividad 
de adpilil ciclasa  en  la  fracción FEA, en  presencia  de 10 mM 
de "I . La actividad  enzimática  está  expresada  en  nmolas  de 
A"c/rng de  proteínas  incubadas  durante 10, 20 y 30 min. Los 
datos representan el promedio - + P.E. de 10 experimentos 

* p < 0.005 al comparar  con 30 min de  incubación. 
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Gráfica 9. Actividad  de  adenilil  ciclasa  con  respecto  al  tiempo 
de incubación  en  la  fraccci6n MA. Los valores  representan  el 
promedio + D.E. de 10 experimentos.  Esta  actividad  se  deter- 
minó  bajo-las  condiciones  de  ensayo  descritas2en  la  sección 
de  material y métodos,  utilizando 10 mM de Mn como  activa- 
dor . 
* p < O .O05 al  comparar  con 15 min de incubación. 
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Gráfica 10. La actividad de adenilil  ciclasa  en las fracciones 
subcelulares  estudiadas FE4 Y m  9 se 
determinó b a j o  las  condiciones de ensayo  previamente  de  critas 
en la sección  de  material y métodos,  en  presencia  de MI’+ 1omM 
Los resultados  representan  el promedi.0 + D.E. de 10 experimen- 
tos. - 

* p < 0.025  al  comparar  con  2 y 3 mM de ATP. 
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EFECTO DE LA TEMPERATURA DE INCUBACTON EN LA ACTIVIDAD 
DE ADENlLIL CICLASA 

30°C 37°C 30’C 37°C 

B A S A L  M n 2 +  

Gráfica 11 . AlTcuotas  de FEA- y de MAnj fueron  incubadas 
tanto en  condiciones  basales como en presencia  de 10. mM de Mn2+. 
La actividad  de  adenilil  ciclasa  est6  representada  en  nmolas de 
&!Pc/min/mg de  proteínas. 
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Gráfica 12. El  efecto  del pH sobre  la  actividad  de  adenilil 
ciclasa, se evalud  tanto en FEA 1-L como en MA- . 
Los valores  representan el pranedio + D.E. de 10 expermen- 
tos.  La act3yidad  especifica  fue  obtenida en presencia de 
10 mM de Mn y está  expresada  en  nmolas  de AFfPc/min/mg de 
proteinas. 
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C U A D R O  2 

ACTIVIDAD  ESPECIFICA  DE  ADENILIL  CICLASA  EN  EL  ACROSO- 

MA  DEL  ESPERMATOZOIDE  DE  COBAYO. 

~ ~~~~ 

CONDICIONES  FRACCION  ENRIQUECIDA  MEMBRANAS 
DE  ACROSOMAS ( FEA ) ACROSOMALES (MA ) 

BASAL 0.0674 f 0.0297  0.606 k 0.140** 

ACTIVADOR 
(Mn2+ 10 mM) 0.383 2 0.131* 2.741 f 0.715*,** 

La actividad de esta enzima está expresada en  nmolas  de AMPc/min/ 
mg de proteínas. Los valores  representan e l  promedio k D.E. de 10 
experimentos. 

* p <  0.005 a l  comparar  con l a  actividad  basal. 

** p < O. 005 a l  comparar MA versus FEA 



VII. DISCUSION 



La utilización de diversos  sistemas  de  capacitación 

- in  vitro  han  permitido  a  numerosos grupos de inves- 

tigadores  evaluar  la  respuesta de los espermatozoi- 

des de mamífero  a las secreciones  uterinas  y del 

oviducto, o bien a los componentes  presentes en el 

microambiente  con el que el espermatozoide  interac- 

ciona  durante su transporte  hacia el sitio de la 

fertilización (iones, hormonas y nucleótidos  cícli- 

cos, entre otros) (2, 8 5 - 8 7 ) .  

Asimismo,  mediante  estos  sistemas de capacitación 

es posible  inducir la reacción  acrosomal  ya  sea  en 

forma  sincrónica o no sincrónica,  dependiendo de 

las necesidades  experimentales y por l o  tanto de 

las condiciones  de  incubación de estas  células,  ya 

que si los espermatozoides  son  preincubados  durante 

2-10  horas  en  sistemas  libres  de Ca2+  y subsecuente - 

mente  se  adiciona  este  catión, al término de 5-20 

minutos,  se  induce la reacción  sincrónicamente en 

más de un 8 0 %  de las células (36, 71,   86,   87) .  Por 

otra  parte,  si los espermatozoides  son  incubados en 

presencia  de  Caz+  durante todo el periodo  de incuba - 

ción (1-10  horas),  el aumento en el porcentaje  de 

células  que  presentan la reacción  acrosomal es pro- 
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gresivo en función del tiempo  de  incubación y conse - 

cuentemente es no  sincrónico (70 ,   71 ,   76 ,   87 ) .  Ca- 

be señalar  que  se ha considerado  que el uso de sis- 

temas no  sincr6nicos  para  inducir  la  reacción acro- 

somal  permite  a los espermatozoides  llevar al cabo 

cambios  bioquímicos y morfológicos  similares a los 

fisiológicos ( 4 ,  71,  8 7 ) .  

Se ha propuesto  que en los espermatozoides de mamí- 

fero  los  nucleótidos  cíclicos  están  involucrados en 

la regulación de diversas  expresiones  de  funcidn  ce - 

lular  tales  como:  metabolismo,  movilidad,  capacita- 

ción-reacción  acrosomal y el proceso  de  la  fertili- 

zación ( 4 4 - 5 1 ) .  Sin  embargo,  adn no se conoce con 

precisión el o los  mecanismos  por los cuales l o s  nu - 

cleótidos  cíclicos  ejercen su efecto sobre  estos 

procesos. 

Existen  numerosos  estudios  en los cuales  se ha de- 

terminado  la  participación de los nucleótidos  cícli - 

cos  en  la  regulación del metabolismo y movilidad de 

los espermatozoides  de  diversas  especies  de  mamífe- 

ro ( 4 4 - 4 7 ) ;  sin  embargo,  la  información  sobre el 

efecto de estos  nucleótidos  en  los  procesos de capa - 
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citación y reacción  acrosomal es discreta y contro- 

versial ( 4 9 - 5 1 ) .  En  este  trabajo  se  evaluó  la  par- 

ticipación de AMPc y GMPc en  la  regulación de la 

reacción  acrosomal del espermatozoide  de  cobayo me- 

diante  la  utilización  de un sistema  no  sincrónico 

,para inducir  la  capacitación-reacción  acrosomal - in 

vitro.  En  las  condiciones  experimentales  que se 

consideraron  como  control  se  determinó  que la pro- 

porción de espermatozoides con  reacción  acrosomal 

se incrementó  progresivamente con respecto al tiem- 

po  de  incubación,  alcanzando  al  final  de  la  cuarta 

hora  hasta 72% (gráfica 1, 2 y 3 ) .  Este  comporta- 

miento  cinético de la  'reacción  acrosomal  es  similar 

a l  reportado  por  Barros ( 7 1 ) ,  quien  utilizó condi- 

ciones  experimentales  semejantes  a las de  este tra- 

bajo. 

Cuando  se  adicionó  a l o s  sistemas  de  incubación 10 

y 100 LIM de  AMPc,  la  proporción  de  células  con reac - 

ción  acrosomal  se  inhibió 30 y 4 0 %  durante  la  terce - 

ra y cuarta  hora  de  incubación  respectivamente. Du - 

rante  las  dos  primeras  horas  de  incubación  no  se ob - 
servaron  modificaciones  en  esta  proporción (gráfica 

1). 
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En contraste  con  estos  resultados, Mrsny y Meizel 

( 5 0 )  han  reportado  que  la  adición  de 0.1-1.0 p M  de 

inhibidores de fosfodiesterasas o análogos de  AMPc 

en  sistemas de capacitación  de  espermatozoides  de 

hamster  estimulan  la  reacción  acrosomal.  Sin  embar - 

go, en ese  estudio  se  utilizó un sistema  sincrónico 

para inducir  la  reacción  acrosomal y en  consecuen- 

cia las celulas  estuvieron  expuestas tanto al nu- 

cleótido  cíclico  como  a  Caz+  durante un periodo de 

incubación  limitado.  Por lo tanto,  la  diferencia 

en el efecto  de AlclPc sobre la reacción  acrosomal po - 

dría  deberse  a  que  en el sistema  de  incubación  no 

sincrónico,  la  interacción  de l o s  espermatozoides 

con  estos  dos  compuestos  durante  varias  horas modi- 

fique las características  de la permeabilidad y 

fluidez de l a s  membranas  entre  otros  efectos (1, 6, 

19 ,  32, 8 7 ) .  

Al comparar  los  resultados  obtenidos con 1 0  y 100 

M M  de AMPc  en  la  inhibición  de la reacción  acroso- 

mal observamos  que  la  diferencia  entre  ambos  resul- 

tados no es significativa;  inclusive,  cuando se u t i  - 

lizaron  concentraciones  mayores (hasta 1 m?l)  no se 

obsevaron  cambios en el efecto  inhibitorio.  En e s -  
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te  caso el efecto  de AMPc no demostró  una  dependen- 

cia  de la concentración,  a  diferencia de lo reporta - 
do  por  Rogers  y  Garcia (Sl), quienes  determinaron 

en espermatozoides  de  cobayo  que la adición de db- 

AMPc a un sistema  de  incubación no sincrónico  indu- 

cen  una  inhibición  concentración-dependencia de la 

reacción  acrosomal.  Estas  diferencias  podrían ex- 

plicare en base a  las  características  de  solubili- 

dad  de  estos  dos  componentes. 

Por  otra  parte,  otros  estudios  realizados  en  esper- 

matozoides de ratón  y co,bayo, incubados en sistemas 

capacitantes  sincrónicos  adicionados  de  análogos  de 

AMPc o inhibidores de fosfodiesterasas,  han  conclui - 
do que el AMPc no modifica el % R A, aunque  se ha 

observado  consistentemente  que se disminuye el  tiem - 
po  de  incubación  necesario  para  que se lleve al ca- 

bo el  proceso de la  reacción  acrosomal ( 4 8 ,  49). 

Consideramos que, los  diferentes  comportamientos 

que  presentan  los  espermatozoides  de  mamífero fren- 

te  al AMP  pueden  deberse a diversos  factores?  que 

incluyen la utilización  de  diferentes  concentracio- 

nes de nucleótidos o inhi-bidores de fosfodiesterasa, 



diferentes  sistemas  de  capacitación (sincrónico o 

no sincrónico), o bien,  diferencias  específicas de 

especies ( 4 4 ,  4 8 - 5 1 ) .  

Uno de los mecanismos por los  cuales  se  sugiere  que 

el AMPc ejerce  su  efecto  sobre  la  reacción  acroso- 

mal, involucra  la  presencia  de  receptores  para AMPc 

en  la  membrana  plasmática  del  espermatozoide, aun- 

que  también  participa  la  fosforilación de proteínas 

membranales  inducida  por  este  nucleótido,  la  modifi - 
ca  en  las  características  de  permeabilidad y flui- 

dez  membranal (2, 22, 4 4 ,  88 ) .  

Asimismo, se ha sugerido  que el efecto de AMPc so-  

bre la  reacción  acrosomal  puede  ser  mediado  también 

por  la  estimulación  del  metabolismo  anaeróbico, ya 

que se ha reportado  que  en  espermatozoides  de  toro 

incubados  en  presencia de inhibidores de  fosfodies- 

terasas, se incrementan tanto la  concentración in- 

tracelular  de  AMPc  como el consumo  de  glucosa,  even - 

tos que se  han  asociado  con la inhibición de la 

reacción  acrosomal ( 4 ,  43, 4 4 ,  8 7 ) .  
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En este  trabajo,  durante la evaluación del efecto 

del  AMPc en  la  reacción  acrosomal, se observó un in - 

cremento  en la intensidad del movimiento  flagelar 

de l o s  espermatozoides de cobayo, en tanto que el 

porcentaje  de  células  mdviles  permaneció  constante 

durante el periodo de incubación  de 4 horas  utiliza - 

do  en  este estudio. 

Estos  resultados  coinciden  con  estudios  previos en 

espermatozoide de  ratón,  hamster  y  cobayo,  que indi - 

can  que  durante la capacit.ación - in vitro  en  siste- 

mas sincrónicos en presencia de análogos de AMPc o 

bien de inhibidores de las fosfodiesterasas,  se in- 

crementa  la  intensidad del movimiento  sin  modificar - 

se  la  proporción de células  móviles ( 4 8 - S O ) .  

Por el contrario,  Rogers y Garcla (5.1) han señalado 

que el porcentaje  de  células  móviles  se  incrementa 

al incubar  espermatozoides  de  cobayo  en  presencia 

de AMPc  en  sistemas no sincrónicos.  Asimismo,  Tash 

y  col  han  determinado  que el AMPc no s o l o  modifica 

la intensidad de la  movilidad  flagelar,  sino  que 

también  estimula  la  proporción  de  células móviles y 

consecuentemente  la  velocidad  espermática (46, 4 7 ) .  
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Por lo tanto,  podemos  señalar  que se requieren más 

estudios  para  elucidar la causa de los diferentes 

comportamientos  de los espermatozoides  frente  a es- 

te nucleótido. 

Por  otra  parte,  los  resulLados  obtenidos al adicio- 

nar 10 y 100 V M  de GMPc  a  los  sistemas  de  capacita- 

ción  nos  indicaron  que  este  nucleótido  no  modificó 

las características de la  movilidad  espermática ba- 

j o  las  condiciones  experimentales  utilizadas, lo 

cual es consistente con observaciones  previas  reali - 
zadas  por o t r o s  investigadores ( 4 4 ,  89). Por  tanto, 

podemos  señalar  que GMPc no  parece  participar  en  la 

regulación de la  propagación  de  la  onda  flagelar 

del  espermatozoide  de  cobayo. 

Sin  embargo, en relación al efecto de GMPc sobre la 

reacción  acrosomal,  determinamos  que  las  concentra- 

ciones de 10 y 100 V M  de este nucleótido  estimula- 

ron significativamente este parámetro  en todos los 

periodos de incubación  estudiados. El efecto acti- 

vador de GMPc fue  dependiente  tanto  del  tiempo  de 

incubación  como de la concentración  utilizada  (grá- 

fica 2). 
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Por  otra  parte, al incubar l o s  espermatozoides de 

cobayo  simultaneamente  en  presencia  de AMPc y  GMPc, 

se  observaron  cambios en la  reacción  acrosomal  que 

fueron  dependientes del predominio de uno u  otro  nu - 

cleótido  cíclico. Cuando se tuvo predominio  de 

AMPc,  la  proporción  de  células  con  reacciBn  acroso- 

mal  fue  menor al término de la  tercera  y  cuarta ho-  

ras  de  incubación  en  relación al control;  sin embar - 

go, los resultados  obtenidos no fueron  significati- 

vamente  diferentes  de  los  obtenidos  con AMPc sola- 

mente (gráfica 3). 

Por el contrario  cuando  la  relación AMPc/GMPc mos- 

tró predominio de  la  concentración  de  GMPc, el % R 

A  se  incrementó  con  relación  a  los  valores  obteni- 

dos en el control (gráfica 3) .  Este aumento solo 

se  observó  durante  la  tercera y cuarta  horas de in - 
cubación,  a  pesar  de  que GMPc tuvo efecto estimula - 
torio  durante todo el periodo de incubación  cuando 

se utilizó  por  separado.  Estos  resultados sugie- 

ren  la  participación de mecanismos  sutiles de regu - 

lación  en la reacción  acrosomal en relación  a la 

interrelación  de  ambos  nucleótidos. 
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Un  efecto  similar ha sido  reportado  por el grupo de 

Santos-Sacchi (8Y), quien seii.aló que la adlci6n de 

10 mM de  GMPc a los espermatozoides de cobayo, incu - 
bados durante  una  hora en sistemas  capacitantes no 

sincrónicos, indujo un incremento de hasta 18.5 ve- 

ces  en el % R A.  Sin  embargo,la  concentración del 

nucleótido  utilizado  fue  hasta 100 veces  mayor  que 

la  empleada  en  nuestro trabajo. Además  es  importan - 
te comentar  que el % R A obtenido  por este grupo en 

la primera hora de incubación  fue  de 0.69% en tanto 

que  en  la  cuarta  hora solo una  discreta  proporción 

de células (6.6%) presentó  reacción  acrosomal (89).  

En consecuencia, la cinética  de  la  reacción  acroso- 

mal  obtenida  por este grupo de investigadores  fue 

considerablemente  diferente  de la determinada en  es - 
te  estudio,  en el cual en la primera  hora  de  incuba - 
ción  se  obtuvo  un 13% R A y hasta un 7 2 %  R A en la 

cuarta  hora de incubación (gráficas 1, 2 y 3) .  Por 

lo tanto,  consideramos  que  con  la  finalidad  de te- 

ner resultados  comparables, es necesario  unificar 

los criterios  para  establecer  las  condiciones ópti- 

mas  de  incubación. 
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Las evidencias  obtenidas  en  nuestro  laboratorio in- 

dican  que en la  secreción  uterina  de la coneja  exis - 

te  una  concentración  precisa de  AMPc,  asociada  con 

una  concentración  menor de  GMPc, lo cual permite su - 

gerir  que  esta  relación  AMPcIGMPc  participa  en  la 

etapa  inicial de la capacitación  del  espermatozoide 

que  se  sucede  en el microambiente  uterino (2). Por 

otra  parte,  sabemos  que  en  la  secreción del oviduc- 

to existe un predominio de GMPc en relación a la 

concentración de AMPc ( Z ) ,  aspecto  que  sugiere  que 

dicha  relación  permite se exprese  la  reacción acro- 

somal  del  espermatozoide  de  mamífero. 

En las células  somáticas  se ha propuesto una hipdte - 

s i s  para  explicar  la  modulación de la  exocitosis 

por  nucleótidos  cíclicos.  Esta  hipótesis implica 

1 

que  la  relación AMPc/GMPc: con predominio de GMPc in - 

duce  la  exocitosis, en tanto que el predominio  de 

AMPc inhibe  dicho  proceso (51, 90). Inclusive, se 

ha sugerido  que el mecanismo por el cual  estos se- 

gundos  mensajeros  regulan la exocitosis,  involucra 

la fosforilación y desfosforilación de proteínas 

contráctiles  tales  como  actina y tubulina,  entre 

otras (22, 4 6 ,  70). 
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Debido  a la similitud  de  origen  y  funcionalidad en- 

tre el acrosoma, los lisosomas v los zránulos secre 

tores así como la reciente  demostración de la pre- 

sencia  de  actina y tubulina en el acrosoma del es- 

permatozoide de mamífero (28, 70j, podemos  sugerir 

que la iniciación  de  la  liberación  de las activida- 

des  hidroliticas  contenidas  en el acrosoma está aso - 

ciada con el ensamble  y  desensamble  de  microtdbulos 

y microfilamentos,  regulados  por  la rela.ción dife- 

rencial  precisa  de  AMPc/GMPc. 

Ahora  bien,  entre las actividades  enzimáticas  que 

participan  en  la  regulación  de la concentración de 

AMPc  se  encuentra la adenilil  ciclasa, por lo que 

la  estrategia de este estudio implicó la  determina- 

ción  de  la  presencia  de  esta  enzima  en el espermato - 

zoide de cobayo,  mediante un método  citoquímico  uti - 

lizando el AMP-PNP,  que es considerado un sustrato 

específico  para el sistema  adenilil  ciclasa  y  que 

nos permitió  detectar  los  sitios  de  actividad  de e s  - 

ta enzima (72). 

De acuerdo  con los resultados  obtenidos, los preci- 

pitados  electrodensos  que  demarcan  las  regiones de 



los sitios  de  actividad de esta enzima, fueror, más 

ostensibles  en la membrana  plasmática  que  cubre el 

acrosoma,  particularmente en la cara  interna  de es- 

ta entidad (figura í!). 

Resultados  similares  han  sido  reportados  por 

Peterson y col (91) ,  quienes  utilizando  espermato- 

zoides  de  cerdo  observaron  que  la  actividad  de  ade- 

nilil  ciclasa  está  asociada,  fundamentalmente,  a  la 

cara  interna de  la  membrana  plasmática.  Asismismo, 

es  ese  estudio  también se  determinó  que  esta  enzima 

se  presenta  en la superficie  interna de las  vesicu- 

las  obtenidas de espermatozoides  capacitados vi- 

- tro. Por lo tanto,  podemos  sugerir  que  este  siste- 

ma enzimático  está  involucrado  en la regulación de 

la  concentración  intraacrosomal  de este nucleótido. 

Cabe  señalar  que  en las células  somáticas se ha de- 

mostrado, mediante la utilización  de  técnicas cito- 

químicas,  que  la  actividad  de  adenilil  ciclasa  se 

encuentra  asociada  principalmente  a la cara  externa 

de la membrana  plasmática,  aunque  también se ha o b -  

servado  en los gránulos  secretores  presentes  en l a s  
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células  de  los  islotes de Langerhans (72, 92). 

En consecuencia,  la  importancia  fisiológica  que tie - 

ne  la  localización de esta  enzima en la cara  inter- 

na de la membrana  plasmstica  periacrosomal en el es- 

permatozoide, atín se desconoce. 

El análisis  de las  características  bioquímicas del 

sistema  adenilil  ciclasa  implicó la utilización  tan - 
to de  membranas  acrosomales (MA), como de  una  frac- 

ción  enriquecida de acrosomas (FEA). Por  lo  tanto, 

fue  de  la  mayor  importancia  evaluar  la  pureza  de es 

tas fracciones  subcelulares  mediante  la  determina- 

ción de la actividad de enzimas  marcadoras de  mem- 

branas,  las  cuales  nos  indicaron  que  en  FEA  las ac- 

tividades de ATPasa  dependiente de Na' y K', ATPasa 

dependiente de Caz+ y S'Nucleotidasa,  fueron signi- 

ficativamente  menores  que las determinadas en MA. 

Por otra  parte,  las  actividades  de  hialuronidasa y 

acrosina,  enzimas  solubles  principalmente,  se loca- 

lizaron  predominantemente en la  fracción FEA (ma- 

triz y membranas acrosomales), siendo su actividad 

baja o indetectable  en  la  fracción MA (cuadro 1). 

Estos  aspectos,  conjuntamente  con e3 análisis de mi - 

croscopía  electrónica de transmisión de la fracción 
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MA (figura 3 ) ,  permiten  señalar  que  los  procedimien 

tos  utilizados  para  obtener y purificar las membra- 

nas  acrosomales  del  espermatozoide de cobayo  fueron 

adecuados. 

Ahora  bien,  a  pesar de que  la  actividad de adenilil 

ciclasa  se ha detectado  en  los  espermatozoides de 

diversas  especies de  mamífero,  no  existe  aún  unifor - 
midad de criterios  para  definir  cuales  son  las con- 

diciones  adecuadas  para  evaluar  bioquímicamente  a 

esta  enzima ( 5 8 ,  68 ,  69,  72). Por lo tanto,estudia - 

mos  algunas  características  bioquímicas de esta ac- 

tividad en  la región  acrosomal. 

De acuerdo con nuestros  resultados y los obtenidos 

por  otros  investigadores ( 6 8 ,  93, 93, 94)  esta  enzi - 
ma es dependiente de  la presencia de Mn2+ para  la 

formación  de AMPc (gráfica 4 ) .  En este  trabajo, 

tanto en la  fracción FEA como MA incubadas  en  pre- 

sencia de 1 0  mM de  este  catión  divalente,  la  activi - 

dad de adenilil  ciclasa s e  incrementó  hasta 5 veces 

en relación  a  la  observada  bajo  condiciones  basa- 

les; siendo  ostensiblemente  mayor  la  actividad  en 

MA en  comparación  con FEA, lo cual nos permite seña - 
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lar que  la  actividad de adenilil  ciclasa  fue  predo- 

minantemente  membranal. 

Este efecto  activador  de Mn2+ fue  observado  también 

por  Peterson  y  col (9?), quienes  demostraron un  in- 

cremento de hasta  5  y 20 veces  en  la  actividad de 

adenilil  ciclasa  en l o s  espermatozoides de humano y 

cerdo,  respectivamente,  incubados en presencia  de 

10 mM de Mn . Otros  estudios  han  determinado  que 

la actividad de adenilil  ciclasa  se  incrementó 15 y 

2+ 

50 veces  en los espermatozoides  de toro y  mono 

rhesus  respectivamente, en presencia de 25 mM de es - 

te catión  divalente (58, 93)'. 

Es importante  señalar  que  la Km de 6.49 mM obtenida 

para Mn2+,  en nuestro  trabajo,  representa  una con- 

centración  elevada ya  que mediante el análisis de 

energía  por  dispersión  de  rayos X y  microscopía 

electrónica,  se  ha  determinado  que en las estructu- 

ras intracelulares  de los espermatozoides  humanos 

solo se  presentan  trazas de este catión  divalente 

(95). Sin  embargo,  se  debe  considerar la posibili- 

dad de  que este catión se  encuentre  compartamentali - 

zado, l o  cual  permitiría  explicar  que  en  las  membra - 



nas del espermatozoide  se  localicen  concentraciones 

elevadas  de Mn . 2+ 

El mecanismo  por el cual Mn2+ activa  al  sistema adz 

nilil  ciclasa en el espermatozoide de mamífero no 

se conoce  con  precisión, se  ha sugerido que este ca - 
tión  divalente es capaz  de  incrementar  la  accesibi- 

lidad del  sustrato (ATP) a  la  enzima,  al  formarse 

un complejo Mn2+-ATP ( 80 ,  92).. Por  otra  parte,  es- 

te  catión  divalente  tambign  parece  actuar  estimulag 

do directamente  la  subunidad  catalítica (C) de la 

adenilil  ciclasa (62, 93). 

En  relación  a  la  dependencia de este sistema  enzimá - 

tic0  a  cationes  divalentes,  se ha reportado que los 

iones Co y Zn2+ tienen un efecto  activador  de  la 

adenilil  ciclasa del espermatozoide  sumamente dis- 

creto,  en  tanto  que  otros  cationes  como  Mg y Ca 

activan  a  este  sistema  enzimático  solo un 10 a 15% 

en relación al efecto  activador de  Mn (79, 93). 

2+ 

2+ 2+ 

2+ 

Ahora  bien, la actividad  específica  de  esta  enzima 

en la fracción FEA fue  dependiente  de la concentra- 

ción de A T P ;  sin  embargo en las membranas  acrosoma- 
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les  esta  actividad no se  modificó en respuesta  a 

las diferentes  concentraciones  de  sustrato  utiliza- 

das (1, 2 y 3 mM de ATP) (gráfica 1 0 ) .  Es complejo 

explicar  la  razón de este  comportamiento  diferente 

de la  actividad  de  adenilil  ciclasa en las  fraccio- 

nes  subcelulares  estudiadas, ya que en l o s  esperma- 

tozoides de diversas  especies  de  mamífero, se ha de - 

mostrado  que  la  actividad de adenilil  ciclasa  es  de - 

pendiente de la  concentración  del  sustrato en  un in - 

tervalo de  concentraciones de 0.5-10 mM de ATP  e i" 

clusive  se ha establecido una Km aparente  para  ATP 

en el intervalo 1 - 4  mM (68,  6 9 ,  9 1 ) .  

En un sistema  enzimático los principales  factores 

por l o s  cuales  no se puede  obtener  linearidad  son: 

degradación  del  sustrato,  inactivación de la  enzima 

y degradación  del  producto  de  reacción,  entre  otros 

( 8 0 ,  8 1 ) .  Por lo tanto,  en  este  estudio  adiciona- 

mos un sistema  de  regeneración  de  ATP:  piruvato ci- 

nasa/fosfoenol  pirúvico,  para  mantener  constante la 

concentración del sustrato;  albúmina,  para e s t a b i l i  - 

zar y proteger  la  actividad  enzimática y un inhibi- 

dor  de  fosfodiesterasas (SQ 20,009), para  evitar  la 

hidrólisis del AMPc formado  durante la reacción 
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1 

( 8 0 ,  81,  96).  

Bajo estas  condiciones  fue  posible  obtener  una acti - 

vidad lineal  de  adenilil  ciclasa en las  fracciones 

FEA y MA en el intervalo de concentraciones  de pro- 

teínas  de 1 - 1 0  ug/sistema. 

Por otra  parte, este comportamiento  lineal  fue o b -  

servado  también  en el periodo de incubación  de 5-15 

min en la  fracción MA y de 30 min  en FEA (gráficas 

8 y 9). E s t o s  resultados  son  consistentes  con lo 

reportado  por  otros  investigadores,  quienes utili- 

zando tanto esperrnatozoides de diversas de  mamifero, 

como  membranas  plasmáticas  aisladas  de  estas célu- 

las,  han  determinado  que se requieren  tiempo de  in- 

cubación  cortos  para  la  evaluación  bioquímica de la 

actividad de adenilil  ciclasa ( 5 8 ,   6 8 ,  6 9 ,  73). 

Diversos  estudios  realizados  en  células  somáticas 

señalan  que la temperatura  óptima  de  incubación pa- 

ra el sistema  adenilil  ciclasa es de 37OC ( 80 ,  81,  

9 7 ) ;  sin  embargo en l o s  espermatozoides s o l o  s e  ha 

estudiado  la  actividad de e s t a  enzima  utilizando la 

temperatura  de 3OoC ( 5 8 ,   6 8 ,   6 9 ,  73, 79).  Por l o  
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tanto, se consideró  necesario  estudiar el comporta- 

miento  de  esta  enzima  en las fracciones FEA y MA 

utilizando  ambas  temperaturas  de  incubación,  encon- 

trándose  que no existen  diferencias en la  actividad 

de adenilil  ciclasa  determinada  en FEA y MA al uti- 

lizar 30 ó 37OC (gráfica 11) lo cual es interesante 

ya  que en  las  células  somáticas el incremento en la 

temperatura  puede  modificar  la  velocidad de  reac- 

ción  y  consecuentemente  la  actividad  enzimática 

( 8 0 ,  81,  97). 

Por  otra  parte, al estudiar el comportamiento de es - 
ta enzima en el intervalo  de pH 6.0-9.0 se  determi- 

nó que  la  actividad  máxima  se  presenta  a pH 7 . 8  en 

ambas  fracciones  estudiadas (gráfica 1 2 ) .  Este  com - 
portamiento del sistema  adenilil  ciclasa es similar 

al observado  por  otros  investigadores  en  espermato- 

zoide de  cobayo, toro y  humano, en donde  determina- 

ron  que el pH óptimo fue de 7.6-7.9 ( 5 8 ,  73, 79). 

Por lo tanto,  podemos  señalar  que la actividad  de 

esta enzima  es los espermatozoides  de  mamífero re- 

quiere  de un pH  discretamente  alcalino, para que ex - 

prese su máxima  actividad. 
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En base a  nuestros  resultados,  podemos  señalar  que 

en el acrosoma  de los espermatozoides  de  cobayo, la 

actividad  de  adenilil  ciclasa se encuentra  fundamen - 

talmente  asociada  a la fracción  de  membranas,  ya 

que en esta fracción  la  actividad  fue hasta 9 veces 

mayor  que  la  determinada  en  la  fracción FEA (cuadro 

2). Asimismo,  se  determinó  que en la  fracción MA 

la  actividad  específica  fue de 2.74 nmolas de AMPc/ 

min/mg  de  proteínas,  la  cual  representa un valor 

cercano  a las 3.16 nmolas  AMPc/min/mg de proteínas 

por Stengel  y col (94) para la actividad  de  adeni- 

lil ciclasa  en las membranas  del  espermatozoide  de 

toro.  Sin  embargo, es importante  señalar  la activi - 

dad  específica de la  adenilil  ciclasa  en los esper- 

matozoides  de  mamífero  presenta  extraordinarias di- 

ferencias  que  parecen  específicas  de  especie,  ya 

que se  han  reportado  valores  de  actividad tan bajos 

como 0.248 nmolas  MlPc/min/mg de proteína en la mem - 
brana del espermatozoide  humano,  y  tan  elevada como 

13.9 nmolas AhlPc/min/mg de proteznas en el esperma- 

tozoide  de  cerdo ( 58 ,  6 8 ,  69, 9 1). 

P 

Debe  considerarse  también que los diferentes proce- 

dimientos  fisico-bioquímicos  empleados  tales  como: 



congelación-descongelación,  choque f r í o ,  sonicación, 

homogeneización,  uso  de  detergentes,  entre  otros, 

con la finalidad de estudiar a la  enzima ya sea  en 

los  espermatozoides  completos o bien  en  sus  fraccio - 

nes  subcelulares  asiladas (58,   68,  91,  9 8 ) ,  pueden 

modificar  las  características  intrínsecas de  la  mem - 
brana  y  ser  parte de las  causas de estas variacio- 

nes. No obstante  estas  diferencias,  puede  señalar- 

se que  la actividad  específica de adenilil  ciclasa 

en el espermatozoide  es  considerablemente  elevada, 

en relación  a  la  detectada en  otras  estirpes  celula - 

res ( 4 4 ,  59,   60 ) .  

El sistema  adenilil  ciclasa  del  espermatozoide de 

mamífero  presenta  características  particulares que 

lo hacen  diferente  del  de las células  somáticas, ya 

que  en el espermatozoide  es  insensible  a  hormonas, 

guanin  nucleótidos,  toxina del cólera y NaF,  com- 

puestos que activan  a  este  sistema  enzimático al 

través  de su  interacción  con  la  subunidad N ( 4 4 ,  

58,   65 ,   68 ,   69 ,  93). Por lo  tanto,  se  han  propues- 

to mecanismos  alternos  de  regulación,  entre l o s  que 

se  ha  mencionado la parti.cipaci6n  de  cationes diva- 

lentes  como e s  el caso  de Mn2+, el cual es capaz  de 



activar  a esta enzima  vía la subunidad  catalítica 

(68,  93). Por  otra parte, se  ha  sugerido  que Ca 

sea un regulador de este sistema  enzimático ( 4 9 ) ,  

aunque el mecanismo  por el cual este catión  activa 

al sistema  adenilil  ciclasa  del  espermatozoide  esta 

en  vías de ser  elucidado ( 4 9 ,  79). 

2+ 

El descubrimiento de la  proteína  reguladora de Ca 

denominada  calmodulina, ha generado  nuevas  perspec- 

tivas  para  estudiar  la  regulación del sistema adeni 

lil  ciclasa en el espermatozoide  de  mamífero,  ya 

que  se ha demostrado  que  esta  proteína  regula  múlti - 
ples sistemas  enzimáticos,  incluyendo  a  la  adenilil 

ciclasa  en las células de eucariotes ( 9 9 ,  100).  

2+ 



mrr. CONCLUSIONES 



La adición  de  concentraciones  micromolares  de nu- 

cleótidos  cíclicos  a los sistemas de capacitación 

no  sincrónicos,  permiti6  determinar  que  AMPc  inhi- 

bió significativamente el porcentaje de reacci6n 

acrosomal  en el espermatozoide de  cobayo, en tan- 

to que la adición de GMPc  a estos sistemas, indujo 

un aumento  en  esta  proporcibn.  Cabe  señalar  que s6-  

lo con  GMPc el efecto  observado fue dependiente de 

la concentraci6n , 

Se determin6 que la adición  conjunta de AMPc  y 

GMPc (utilizando una  concentracidn 1'0 veces mayor 

de AMPc en  relaci6n a GMPc) simulando  la  relaciBn 

AMPc/GMPc  existente  en las secreciones  uterinas, 

inhibió el % R A. Asimismo,  al  emplear esta estra- 

gia  metodológica  utilizando un predominio de GMPc 

en analogía  a la relación  AMPc/GMPc  que  prevalece 

en la  secreción del oviducto,  sitio  donde  ocurre 

fisiológicamente la reacción  acrosomal,  se  obtuvo 

un incremento  mayor en el % R A. 

Por lo antes  expresado,  proponemos  que en la regu- 

lación de la  reaccidn  acrosomal participan concentra- 



ciones  crzticas  de  AMPc y GMPc,  presentes en el mi- 

croambiente del aparato  reproductor  femenino  con el 

que esta gameta  interacciona.  Sin  embargo,  se re- 

quieren  más  estudios  para  conocer el o los mecanis- 

mos moleculares por los  cuales  estos  nucleótidos re- 

gulan  los  procesos  de  fusión y vesiculación  membra- 

nal, asociados con la liberación y / o  secreción de 

las  enzimas  hidrolSticas  contenidas  en el acrosoma. 

Por  otra  parte, al estudiar  mediante  citoqulmica  al 

sistema  adenilil  ciclasa del espermatozoide de  coba- 

y o ,  observamos  que esta enzima se localiza  preferen- 

temente en la  cara  interna de la membrana  plasmática 

periacrosomal d e l  espermatozoide de cobayo.  Esta 

ubicación es diferente de la  observada  en  otras  célu - 
las  somáticas,  en  donde se  ha  demostrado  que  la ade- 

nilil ciclasa  se  localiza en la  cara  externa  de  la 

membrana  plasmgtica. No obstante,  podemos  sugerir 

que  esta  enzima  participa en la  regulación de la con - 

centración  intraacrosomal de AMPc. 

El estudio  de  actividades  enzimáticas  consideradas 

marcadoras de membranas y matriz  acrosomal,  así  como 

el estudio de microscopía  electrónica,  indicaron  que 
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los procedimientos  empleados  para  aislar las membra- 

nas  acrosomales  y  la  fracción  enriquecida de acroso- 

mas del espermatozoide de cobayo  fueron  adecuadas. 

En estas  fracciones  subcelulares  se  corroboró  que  la 

actividad de adenilil  ciclasa está asociada  fundamen - 
talmente  a  la  fracción de membranas  acrosomales. 

Asimismo, se constató  que en presencia de Mn2+ esta 

enzima es hasta 5 veces más activa  que en presencia 

de Mg2+, lo cual  señala  que )In2+ es un activador del 

sistema  adenilil  ciclasa  en el espermatozoide  de ma- 

mífero, No se  conoce la implicación  fisiológica  de 

Mn2+ en la  regulación  de  esta  enzima,  por lo que es 

necesario  realizar  estudios  dirigidos a elucidar  la 

compartamentalización  de  este  catión  durante la capa 

citación-reacci6n  acrosomal. 

Se determinó  que  la  adenilil  ciclasa  presentó un com - 
portamiento  lineal tanto en función  de  concentracio- 

nes bajas de proteinas (menores de 10 pg/sistema), 

como de tiempos  cortos  de  incubación (menores de 15 

min), l o  cual  sugiere  una  velocidad de reacción ráp2 

da. 
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En la  fracción  de  membranas  acrosomales  no  observa- 

mos diferencias  significativas  en la actividad  de 

adenilil  ciclasa al utilizar  diferentes  concentracio - 
nes de ATP,  en el intervalo  de 1-3 mM, o bien al in- 

cubar  a l a s  fracciones  subcelulares  estudiadas  a tern 

peraturas de 30 y 37"C, lo cual es contrastante con 

el concepto  de  que  estas  variables  modifican  la velo 

cidad de reacción,  así  como la actividad  espec€fica 

de  esta  enzima. 

Se  estableci6  que el pH  6ptimo  para  determinar  la a 2  

tividad  de  esta  enzima es de 7.8, lo cual es con- 

gruente con lo reportado en la literatura, en donde 

se ha  señalado  que  se  obtiene  la  mayor  actividad  a 

pH ligeramente  alcalina 

Finalmente,  para  conocer l o s  mecanismos  moleculares 

que  regulan el proceso de la reaccidn  acrosomal  del 

espermatozoide de mamífero al través de los nucle6tL 

dos clclicos,  consideramos  que  una  vez  establecidas 

las condiciones  óptimas  para  determinar  la  actividad 

de  adenilil  ciclasa, es necesario  realizar  estudios 

dirigidos a establecer los mecanismos  de  regulacidn 

de  este  sistema  enzimático. 
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