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INI'RODOCCION 



Uno ele los principales objetivos en el campo.de la lliología de 

la Reprcxlucci6n, es el alcill1zar un entendimiento cada vez más profundo 

clel fené'.1neno de fecunelaci6n; para alcanzar ésto un gran número ele gru­

r:os ele investigaci6n de todo el mundo ha venido estudiando los aspee-­

tos más importantes de dicho proceso (1), de esta 1w.:mera se ha alcanza 

do un considerable grado ele conocimientos. 

El proceso fotegro de la reprcxlucci6n sexual estti centrado "11.rccl.9_ 

clor del fenáneno ele fecun<lad6n (1), que consiste e.3enci.almente de la 

fusi6n ele dos células, el gal1'12to masculino rlencminaclo cspcrmatozoitlc y 

el femenino Cllle es el 6vulo; cada una de estas células contribuye con 

un juego de cranosanas parn formaci6n ele una célula rUploide c¡ue es el 

cigoto. En los animales mé\JllÍferos, el espermatozoide es clqxisitaclo un 

el aparato reproductor femenino y lleva a cabo una núgmci6n hasta el 

sitio donde se encuentra el 6vulo (2,3), durante este viaje el esperm0_ 

tozoide sufre una serie de modificaciones fisiol&;icas y mor.foléx:;icus 

que le habilitan para penetrar en el 6vuJo, dichos cantlüos se han agr~ 

pado en dos procesos fundamentales denorni nílclos capuci taci6n y reacci6n 

acrosa11al ( 3) , 
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El fenáneno de capacitaci6n fue descubierto en el espermatozoide 

de conejo, por la necesidad de esta célula de permanecer un cletennina­

do tienpo en el con<lucto reproductor femenino antes de penetrar en el 

6vulo (4,5), Los estudios concernientes a este fcnáncno han cla<lo la -

pauta para conceptuarlo CCll\O un proceso bioo,ufmico reflejndo en modifl:_ 

caciones en la penreabilidad de membranas ( 6, 7) , así como incrementos · 

en el consumo de oxígeno (8,9), en la gluc6lisis (10) y en la r.otilidud 

espennática (11); por otra parte las observaciones del espermatozoide 

capacitado en microscopio de fases y electr6nico no han evidenciado -

cambios estrucutrales a nivel de membranas (3), El segundo proceso que 

sufre el espermatozoide antes de penetrar al 6vulo, la reacci6n acroso 

mal, es Lm fenómeno de t:i¡xi exoci t6tico que afecta los dos tercios an­

teriores de la cabeza del espel'.T'.lil.tozoirlc (12) , ésta se encuentra cu -­

bierta por el acrosomíl (ckl c¡riE."'.JO "cucr[XJ pw1tcagudo") que es una es­

tructura con el r~is;m orí'.qcn y constituci6n de los lisosor.1as (12,13,14) 



(F'igura. 1); al Uevarse a cabo la reacci6n acrosanal se ft:.Siona.n la -

merbrana acrosanal c~>:t.ernil y la manbrana r1lasrn<'ítica, fonnándoS(! un--­

tonces múltiples vesfru1é1s cuyo cc,ntenido enz ~rnr"itico se lili..:ril par.:i -

foriror una iltertura a través de las diferentes capas gue envuelven " 

al ó•rulo (21 (Figura 2); de cst:n forrnc1 al lleg.:u7 el espema.tozoide -

al ooplasma canp1etar.S el rr.atei:ial gen6tico Fara el cigoto. El éUlá-­

lisis del papel del ar,rosana para penetrar el 6vulo, ha sido faci.1.~ 

te.do ¡::or el desp.rrollo de un método de aislamiento de acros:lllas por -

rredio d~ extracciones con un detergente cati6nico dencminado Hyamina 

2389 U5), en dichas fit:eparuciones se hd 0nccntl.ld<J actividad ce di-· 

ver.sas e:nz.iJlias entre las que se encuentran: hialurcnidasa (16) , p¡:o­

teasas (!G), deshidl'.'ogenasa láctica (16,17), neuramir.ida:;a (18), 

fosfatasa ácida íl5), fosfolipasa A (l.5), p-N-acetiU1exosami.niElasa( 

J.5), arilsulfatasa (15), anhidrasa carbSnica (lG), ca:.:ilasa (16), y -

estcreasa (19). St! ha en.:c.r:trndo widancia e)=!Xd~n.;ntal de f.!Ue al 11~ 

varse a caro la re.:icci6n acrosanal, algunas de estas enzli11i1.fl peerían 

ser liooradas , e>:pucG tas y/ o ar.ti vaclas par a digerir los ccnq:onentes -

d• lé1s capas qur; envuelven ai 6-.rulo y de esta fornid abrix un pasaje ·· 

({.) ; c.Jn las inve:stigaciones encaninadas a encontrar U.'13 fonci6n es-­

p.'!CHiCé. de aly¡;..nas de ellas·, se ha llegéldo a estable:E.r que al l<ilii­

liza1 st! la rronbr.ana pl<ismática del espermatozoicle se libera hialuroni 

délsa que digiern el ácido hialur6ni.co entre las c..-i)lulas del ClllltlUlus 

OOt-'horus (2); tambi6n se Jia dete::;tado la ~rasencia dt! uua er.z.im:1 .. _ 

proteolítica, la acrosina (15,20,21), que se activa pero queda unida -

al espermatozoide; qu<: ha sufrido la reacci.6n acroSCil'i.l (15) y dl ac­

tuar form1 una fisura a trav~s de la zo11a pellucida 12); la forma de 

detectar est:a forma de activación sobrs la !:!Uperficie e:>permática co!~ 

¡;Lste en separar a las células dol rredio sobren;1d.\{l~C y eTJ rem.J.Spcn-­

siones celulares se rea:.i.;:an los ensayos enzim:ih•','=" ccrws::yJncU.<~1Y::cs. 

Desd:? los inicios en la JnveBt.igación de la cap:ici tación, vadog 

estudios se hm1 dirigido a el.uninar· el re:1ueriJni211\:o de la estancia -

de1 cspcnnatozoide en el tracto reproductor femenino, ::' así hay repo_E: 
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Figura 1. - Serie de cambios estructurales que sufre el espermato­

zoide durante la reacci6n acrosomal (2). 
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A.- Cabeza de un espennatozoide intacto de un mamífero en general. 

B.- Se lleva a cabo la reacci6n acrosanal al fusionarse en múlti­

ples puntos la wembrana plasmática ( a l y la wembrana acroscrnal 

externa ( b ) . De esta forma es CCl110 el espermatozoide penetra el 

cunmulus oophorus y llega a la zona pellucida. 

c.- Forma en que el esperniatozoide ha sufrldo la reacci6n acroso­

rnal, después de la cual la membrand acrosanal interna ( e ) pe~ 

nece intacta, y empieza a atravezar la zona pellucida y de ' sta 

forma alcanza el vitelo, 
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Vitelo 

Espacio 
peri vi te lino 

Membrana 
vitelina 

Figura 2.- Disposici6n de los varios canponentes 

de un óvulo de manúfero, recientemente ovulado 

(2). 
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t:es de capacitaci6n "in vi.tro" para es¡xmnatozoicle de hamster dorado 

22), de hunister chino (23), de rat6n (24), ele coballo (25), de humano 

(26), de ratLJ (27), y <le conejo (28,29); los primerns rcsultwlos ¡.:osi­

ti.vos se logrnron con incubaci6n en es¡xmnatozoide de hill11stcr y de co­

nejo en fluido folicular i.s6logo ( 3, 30) • 

Otra de las técnicas de capacitación "in vitro"consiste en la in-­

cubaci6n del espermatozoide en medio.isot6nico canplemcntado con suero 

is61CXJo, con esta técnica se ha logrado la capacitaci6n del espcrmato-­

zoide de hamstcr (31), de conejo (21) y humano (32), creyéndose que al: 

C]Ún canponente del suero causa alteraciones en la canposición química 

de la superficie espermática(32). 

Algunos estudios hélll sugerido que un grupo de canpuestos denanina­

dos glucosaminoglucanos (heparina, sulfato de dextrán, sulfato de con-­

droitina, sulfato de dermatán y ácido hialur6nico) pudieran tener al-­

gún papel importante en el proceso de preparación del espermatozoide -

para adquidr su capacidad fecundante(33) ; así tenemos gue se ha de -

tectado secresión de estos canpuestos por los folículos (34), y su r­

presencia se ha encontrado en fluí.do folicular y oviductos ele mamíferos 

(35,36). 

Caro la heparina fonna parte del gru[X) de los canpuestos glucos~ 

minogluO!lnos, es utilizada en el trabajo aquí presentado para probar si 

su presencia causa algún efecto capacitante en una población de esper­

matozoides de conejo. 

El proceso de capacitación de los espennatozoides puede ser de­

tectado en el laboratorio de dos fonnas (37): 

1.- En fonna directa por la fecundación de óvulos maduros con es­

permatozoides capacitados. 

2.- En fonna indirecta por la detección de alguna caracter!sttca 

fisiológica en espermatozoides capacitados, pero ausente en los no ca-­

pacitados. 

Entre las pruebas indirectas poderos citar la prueba de sobrevive.!1_ 

cia, basada en el hecho de que el espermatozoide capacitado tiene ún pe­

r.ioJo de vida limitado, mucho menor que el de un espermatozoide sin cap~ 

ci_tar (.18); también lencom'JS el desplazrnn.i.ento ele tetradclina de .la su 

¡;<Tfidt~ cduJ.ar de un espc1:1lli1tnzoidc capar:it·.xJo(J<J); y últimamente, lil 



liberaci6n de enzimas acrosanales en la capacitaci6n del espermatozoide 

de conejo (21). 

La libcraci6n ele enzimas acrosa:iales en espermatozoide de conejo -

capacitado fue observada p¡:-imcrarnente por Akruk(21), este autor lleva a 

cabo la capacitaci6n del espermatozoide de conejo por incubaci6n en me­

dio isot6nico ccr.iplementaclo con 20% de suero de coneja en ovulaci6n, s~ 

par6 los espermatozoides del medio sobrenadante y en éste detectó acti­

vidad de tres enzimas acrosanales que fueron la hialuronidasa, ari lsu.l- .. 

fatasa y )3-N-acetilhexosaminidasa, las células separadas las us6 para -

canprobar la caoacitaci6n de las mismas por exper.ir.ientos de fertiliza-­

ci6n "in vi tro" 

El trabajo experimental aquí presentado utiliza la detenninaci6n 

de la liberaci6n de arilsulfatasa y de )3-N-acetilhexosaminidasa cano -

parc'.imetros para !n8dir algún efecto en una poblaci6n de espennatozoides 

de conejo por la presencia de la heparina, la hialuronidasa no fue ens~ 

da debido a que se ha encontrado la formaci6n de canplejos entre la -

heparina y esta enzima, fená:leno que representaría una variable que -

puede afectar las detenninaciones de esta enzima. (40,41). 

La variedad de enzimas que son colectivamente denaninadas sulfa~ 

sas son ca.paces de hidrolizar ciertos ~steres orgánicos sulfatados, de 

acuerdo a la parte orgánica de estos ésteres las enzimas pueden ser el~ 

sificadas dentro de los siguientes grupos, arilsulafatasas, alquilsulf~ 

tasas, glucosulfatasas, sulfatasas esteroides, etc.(42). Sin embargo, -

solamente dos tipos de un grupo , las arilsulfatasas, se han logrado -

aislar (43), así teneros las arilsulfatasas que no son inhibidas por la 

presencia de sulfato (tipo I) y aquellas que si Jo son (tipo II) (43). 

7 

La mayoría de las arilsulafatasas de orígen microbiano son del tipo 

I, su funci6n en microorganisrros no es conocida adanás de tener una o­

currencia esporádica • Las arilsulafatasas del tipo I tambi~n se han e_!! 

contrado en tejidos de mamíferos, donde estas enzimas (sulfatasas C) se 

localizan en microsanas pero su función se desconoce. 

Las arilsulaf atasas del tipo I~ se han encontrado principalcmente en -

tejidos anünales ( sulfotasas l\ y ll) , su funci6n es desconocida y se -

lian aislado de l isosomas. 



La arilsulfatasa A es una glucoproteina ácida que difiere de la 

enzima 13 que es una glucoproteina levanente básica(44). En extractos 

de acrosoma de conejo se han aislado los dos ti¡:os de enzima, el A -

con un pll 6ptimo de 4. 8 y el 13 con pll 6pt:i.rro de 5. 6 ( 4 5) . 

La presencia de arilsulfatasa acelera la disr-ersi6n ele! cumnulus 

oophorus causada ¡:or la hialuronidasa "in vitro", por lo que s0 sugi~ 

re una acci6n sinérgica de ambas enzimas para abrir paso al espennat~ 

zoide por la capa celular mencionada(44). 

La enzima denaninada p-N-acetilhexosaminidasa actúa sobre oligo­

sacáridos derivados clel ácido hialurónico, reirovienclo los residuos no 

reductores terminales N-acetilhexosaminicla(46). 

Cil?Oll ITTJII 

H ~O o ... 
o " 

--o~to 11 NI!COCII
3 HO H 

H NHCCCH
3 H OH 

En tejidos de mamíferos, esta enzima se encuentra en dos fonnas 

rroleculares, la A y B; la enzima A parece ser un tetrámeto ccr.ipuesto 

ele dos cadenas ¡xilipeptícas o( y dos cadenas p, la enziri1a 13 está c~ 

puesta de cuatro cu.denas p presumiblemente idénticas (47), El epidíd_i 

no de jabalí es la fuente más rica conocida de esta enzimc1 ( 46), sin 

anbargo también se hu aislado de acrosanas ele conejo(l5,;:1);caro fun 
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ci6n de dicha enzima se le ha sugerido necesaria para abrir paso al 

es¡:iennatozoide a trav~s de la zona pcllucida que es una capa no cel.!:!_ 

lar rica en glucoproteinas y glucoproteinas sulfatadas, y entonces 

serl'.a necesaria una acción sucesiva de arilsulfat;::sa, p-N-acetilhexQ 

saminidasa y acrosina que es una proteasa (47). 

9 



HIPOrllSIS 

."J 



Al poner en contacto una poblaci6n de espermatozoides de cone­

jo con la heparina, se espera que exista una respuesta fisiol6gica, 

manifestada en la liberaci6n de algunas enzimas acrosanales. 
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OBJEl'IVOS 
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l.- Observar si existe liooraci6n de ciertas enzimas acrosanales (A­

rilsulfatasa y )3-N-acetilhexosam:i.nidasa) en espermatozoide de con~ 

jo por efecto de la heparina. 

2.- De c;:istir lil::craci6n de enzimas acrosClTu;1les por presencia de he­

parina, desarrollar una ccmparaci6n cor. la liberaci6n enzimática 

causada por el agente capacitante desarrollado por Akruk (21), es 

decir incubaci6n en medio con suero de coneja en ovulaci6n. 

3.- Contribuir a la serie de investigaciones tendientes a determinar 

una posible funci6n ele las dos enzimas ensayadas, en el proceso -

de fcrtilizaci6n; para lo cual se llevarán a cal::o determinaciones 

enzimáticas tanto en medio sobrenadante cano en suspensiones de -

células,clespu~s ele ser tratadas bajo diferentes condiciones. 



MATERIALES Y Ml:."'IC'OOS 
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A.- Obtenci6n y manejo de la muestra biol6gica. 

1.- &:Juipo utilizado. 

a) Vagina artificial. 

b) Filtros de fibra de vidrio. 

c) Microscopio Baush & Lanb. 

d) Campana horizontal de flujo lar.iinar Coper Filtration M::d. CFLli-120. 

e) Filtro millipore (0.22 micránetros, 0 = 0.47 cm.). 

f) Potenciáretro Coleman. 

g) Cámara de Nuevauer. 

h) Centrífuga clínica Clay Adams Ca. Inc. 

2.- Reactivos. 

a) Medio de Bracket (48) (Cuadro 1). 

b) Medio de Ak.ruk (21). Este medio tiene la misma canposici6n que 

el descrito en el inciso anterior, únicarrente que en lugar de albGmina 

al 0.3 % , contiene suero de coneja al 20 % • Este suero fue obtenido -

por medio de punción cardiaca en conejas a las cuales se les indujo -­

previamente la ovulación por la monta del macho; para la inactivaci6n -

del canplernento presente en el suero de coneja, éste se calent6 a 56 9C 

durante 30 minutos. 

c) Colorante de Eosina (49). Se prepara con Eosina al 0.5 % en a-­

oortiguador para pH=7. 4, éste úl tirro es preparado mezclando 100 ml de -

Na2HP04 150 mM con 25 ml de KH2P04 150 rrM. 

Los medios utilizados a lo largo de los experimentos aquí presenta 

dos, fueron previamente esterilizados por medio de filtración, además -

el material usado en las muestras de espermatozoides , desde el rranento 

de su recolecci6n hasta las incubaciones, fue esterilizado en autoclave; 

así misrro, el manejo de las muestras hasta el manento de su preparaci6n 

para las incubaciones, fue llevada a cabo en una campana de flu :o lami­

nar. Con las medidas anteriores se disminuye la posibilidad de ma con­

taJninaci6n microbiana de las muestras. 
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Cm¡::onente g/lt Concentraci6n molar 

NaCl 6.550 0.1120 

KCl 0.300 0.0040 

CaCl2·2H20 0.330 0.0022 

NaH2P04 • H20 0.113 0.0008 

MgClz·GH2o 0.106 0.0005 

NaHC03 3.104 0.0370 

Glucosa 2.500 0.0139 

Acido pirúvico (Sigma) 0.110 0.0012 

Albúnina oovina cristalina (Sigma) 3.000 

Ampicilina 0.031 

pH de 7. 8 a 37 ºC 

cuadro 1 .- Canposici6n del 'medio de Bracket (48). 
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3.- Metodología. 

a) Obtenci6n de las muestrns biol6gicas. 

Las muestras de semen utilizadas para el desarrollo del presente 

trabc1jo, fueron obtenidas por medio ele una vagina artificial, a par -

tir de conejos adultos de la raza Nueva Zelélnda con edad prorrcdio de 

dos años con fertilidad canprobada. Para obU:ner la muestra, se puso 

al macho en presencia de la hembra y se pennite la monta; una vez --­

que el macho se ha excitado, se coloca la vaqina artificial entre -­

los dos anirnalcs, de tal forma que la eyaculaci6n se efectúe dentro 

de la vagina artificial; este aparato está formado por un cilindro de 

dos paredes (Figura 3) , el espacio entre las dos paredes se llen6 con 

agua a una temperatura de 40 ºC, siendo la pared interna de hule suave 

y muy flácido, lo cual evita que que el conejo se lastime durante la 

eyaculaci6n. 

b) Espermatobiocopía parcial. 

Las muestras de semen se dejaron en reposo durante 60 núnu.tos a 

temperatura ambiente y dentro de una campana de flujo laminar para --·t 

penni.tir la total licuefacción de la núsma, trascurrido este tier.po -

se efectu6 una espermatobioscopía parcial, determinfuldose volúmen, -

núnero de espermatozoides, viabilidad y rrovirni.ento de los mismos; las 

técnicas utilizadas se basan en las recanendadas por la Ot-1.S (49). 

Conteo de espermatozoides.- Para deternúnar la concentrad6n de 

estas células, la muestra de semen se diluy6 1:20 en una pipeta para 

diluci6n para gl6bulos blancos con agua destilada para inmovilizarlos, 

y se contaron en una cámara de Neuvaucr en forma sanejante al conteo -

de eritrocitos; el resultado de esta cuenta corresponde al núnero de -

espermatozoides expresado en núllones por mililitro de la muestra ori­

ginal. 

H:wilidad cuantitativa.- Para la valoraci6n de la I1'0Vilic1ad de los 

espermatozoides, se han empleado un sinúmero de métodos, desdr la sir'· 
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Figura 3.- Vagina artificial para la obtención de semen 
de conejo. 
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ple observación microsc6p1ca , hasta los sist'"111éls !Tk~s complicados de -

tecnolog!a de rayos laser y canputación. Para los fines del presente 

trabajo, la movilidad fue valorada por el método subjetivo, que per-­

mite valorar en fonna porcentual los diferentes tipos de movilidad que 

se presentan en una muestra de semen (progresiva, vibratoria e inmóvi­

les). Alícuotas de 10 )11 de la muestra se colocaron entre un porta y 

cubreobjetos, se contaron los espermatozoides móviles como los inmóvi­

les, en por lo menos 10 campos separados y seleccionados al azar(cuan­

do menor.; 100 espematozoicles deben contarse) • 

Viabilidad.- El rnétc<lo más canún para eval1lar la viabilidad de -

los espermatozoides es estimando su movilidad, sin embargo esta est.i.n~ 

ción no pe11nite hacer una diferenciación entre los espermatozoides -­

muertos y los vivos pero inmóviles. La técnica de tinción de coloran -

tes vitales (49), los cuales penetran únicamente en . aqtEllos esperma­

tozoides que presentan algún daño en sus membranas , permite catalogar 

porcentualmente una muestra de semen: '/; de espermatozoides sin teñir, 

% de espermatozoides inm5viles sin teñir (viables) , y % de inmóviles -

teñidos (no viables) • La técnica consiste en mezclar volCímen a volúrnen 

una alícuota de semen y una solución de Eosina en amortiguador de fos­

fatos, y contar 100 células. 

c) Preparación de las muestras seleccionadas. 

Las muestras de semen con una espermatobioscopía normal, fueron -

mezcladas y diluidas con el medio de Bracket (48) sin albúmina en una 

proporción de 1: 3 y posteriormente filtradas a través de una colt.nnna -

de fibra de vidrio de 3 cm. contenida en una pipeta Pasteur, con la fi:_ 

nalidad cle mejorar la calidad de la muestra de espermatozoides. AlícuQ_ 

t.as de 10 Jll del filtrado fueron colocados al microscopio, para canprQ_ 

bar la eliminación de espermatozoides muertos , detritos y contaminan­

tes presentes en el semen de conejo. El resto del filtrado fue cen -

trifugado et 2 500 RPM durante 10 minutos y el paquete celular se resus 

pendió en un voldmen dl~ 2 ml. del mü>mo mc'Clio, se repi.ti6 la centr.lfu­

yac.i.ón ba:io las condicione~; anteriores y resuspend.i6nclose en un volll -
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men tal para obtener w1a suspcnsi6n de espermatozoides de 5 X 108 -

células ¡xir mililitro en el medio que fuera el indicado, según las 

condiciones ele capaci taci6n a ensayar. Para cadu uno de los ensayos 

de incubaci6n se utilizaron corro núnimo 50 X 106 células pura contur 

con muestras suficientes en los an<ilisis enzimáticos. 

Con las 1.:ondiciones de lavado do los espennatozoides se logra 

separar un 99. 6 % de plasr.ia seminal contaminante (15) • 

El número de célulus tan alto pura cada sistemu ele incul>aci6n, 

fue debido a las mínimas lecturas espectrofotométricas observadas -

para un núrrero de espermatozoides dado. 
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B.- Ensayos de condiciones de capacitaci6n. 

1. :- Equipo utilizado. 

a) Incubadora National. 

2.- Reactivos. 

a) IV'icdio de Akruk ( 21) • 

b) Medio de Bracket (48). 

c) Aceite mineral (Sigma 400-5) • 

El aceite mineral utilizado para cubrir los sistenas de incuba­

ci6n durante la capacitaci6n csoennática, fue previamente lavado con 

20 ml. ele agua bidcstilada par.J 100 ml.de aceite, saturado con el 

medio ele Brackct y burbujeado durante 15 minutos con CD2 al 5 % en -

aire. 

En eXjX?rirrcntos realizados en la Divisi6n de Biología M:::Jlecular 

ele la Unidad ele Irivcstiqaci6n del Centro MC"'Clico Nacional, se dem:Jstr6 

que las muestras ele espennatozoiele!' incubadas en medios cuyo siste­

ma amortiguador es Nal!C03 H2CD3 se prcxlucen cambios signifi­

cativos en el pH original. Dichos cambios se han atribuido a la l~ 

raci6n de COz , que se presenta durante el metabolismo de los mismos 

espermatozoides, lo cual puede ser evitado cuando los sistenas se c~ 

bren con el aceite mineral tratado. 

d) Cano fuente de heparina se utiliz6 una soluci6n estéril LIPO-HEPIN 

(Riker), con una concentraci6n de 5000 UI por ml; cada 10 UI de hep~ 

rina equivalen a 1 mg (50) • 

3.- Metodología. 

Los ensayos ele capacitaci6n fueron dirigidos, primero a detec-­

tar si la heparina lleva a cabo algún efecto liberador de las enzimas 



acrosanales ensayadas, y por otro lado C'OITiparar esta liberaci6n con 

la causada por el método capacitante de l\kruk (21) • 

Cada una de las condiciones son detalladas a continuaci6n, utl:_ 

!izándose para cada una de ellas una poblaci6n de 1 X 108 espermat2 

zoides de conejo ya lavados de pla911a seminal y una concentraci6n -

de 5 X 108 células por ml. ª 
a) Experimentos preliminares con incubaciones a 37 ºC en mE.'Clio 

de Bracket (48) sin albúm.na en presencia de 10,100 y 1000 UI en -­

tiempos de 20 horas; con estos exper:i.ncntos se esperaba detectar si 

existe algún efecto liberador de enzimas acrosornales, por la presef! 

cia de este agente. 

b) Se llevaron a cabo incubaciones por 1/4 y 20 horas a 37 ºC 

en medio de Bracket; Akruk (21) en sus experimentos demostr6 que la 

incubaci6n por 1/4 hora no lleva a cabo la capacitaci6n, dicha con­

dici6n se usará caro control en los experimentos con medio canple-­

m:?ntado con suero de coneja y con heparina. 
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c) Experimentos con medio de Akruk con suero de coneja ovulada 

y con 100 UI de heparina en medio de Bracket sin albúmina; cada uno 

de ellos con incubaciones a diferentes tiempos (1/4,5,10,15 y 20 hQ 

ras). En sus experimentos este autor encontr6 la capacitaci6n del -

espermatozoide después de 20 horas de incubación a 37 ºC en el medio 

por él diseñado, con la subsiguiente liberaci6n enzimática. Las in­

cubaciones de menor tiE!11p) fueron dirigidas para llevar a cabo una 

cx:mparaci6n con la forma de liberaci6n enzimática causada por ambos 

agentes,durante esos periodos de tiempo. 

d) Por otro lado, se realizaron experimentos canplerrentarios -

variando la concentraci6n de heparina desde O UI hasta la concentr~ 

ción de heparina que caus6 la máxima liberación de enzimas en los -

experimentos del inciso a) , las concentraciones seleccionadas fueron 

de 30, 60, 90, y l 20 UI en medio de Bracket sin albúmina en incuba­

ciones por 1/4 y 20 horas. 

e) Determinaciones vitales en presencia de heparina. Se lleva­

ron a cabo detenninaciones de viabilidad de espermatozoidcr> después 

de su incubaci6n con 100 UI de heparina, a diferentes tiempos ( O y 

60 minutos) • 
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c.- Análisis enzimático. 

1.- Equi¡::o utilizado. 

a) ~E!nbrana de diálisis Curtin Se. Ca. 

b) Ultracentrífuga Beckman MJd 12-65B con rotor ti¡::o 50. 

c) 11icropipetas Oxford 10-200 pl. 
d) Espectrofotárctro Beckman Mr:xlelo DB-G. 

e) Celdas l!EU.JA, cuarzo, 1 an. 

f) Potenciáretro M-38. 

2. - Reactivos. 

a) Amortiguador de citrato de sodio pll=4.5 

Se prepara mezclando 49,5 ml de soluci6n de ácido cítrico 0.1 N 

con 50.5 ml de citrato de scxlio 0.1 N. En la técnica de detenninaci6n 

se usaron 0.2 ml de la soluci6n anteriormente descrita, que equivalen 

a 10-5 11'oles de citrato de sodio; se usa en la detenninaci6n de acti­

vidad de p-N-acetilhexosaminidasa. 

b) l\mortiguador de citrato de scxlio pll=S.2 

Para preparar este arrortiguador se mezclan 50 rrrroles de acetato 

de sodio con 16.6 mroles de ácido acético en 50 ml de agua destilada. 

Cada 0.1 iill de esta soluci6n corres¡::onde a 100 proles de acetato 

de sodio, que formarán parte del sistema de análisis de la arilsulfa­

tasa en cada muestra enzimática. 

e) Sustrato para p-N-acetilhexosaminidasa. 

Se utilizan 2.4 )JliOles de p-nitrofenol N-acetil:]3-D-glucosaminida 

(Sigrra) correspondientes a 821 y.g en un volllmen total de 200 pl para 

cada una de las determinaciones enzimáticas. 

d) Sustrato para arilsulfatasi-1. 

Se utilizan 2. 4 ¡.moles de sulfato de p-nitrocatecol (Sigmn que 

corres¡::onden a 7 4 7. 4 pg en un volúmen final de O .1 ml con agua · .esti -

lada para cada una de las muestras enzimáticas. 
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3.- Metodología. 

Las enzimas ensayadas fueron la Arilsulfatasa y la )3-N-acetilhexo­

saminidasa, para su determinaci6n se sigui6 el procedimiento descrito -

por l\kruk (21), el cual involucra un tratamiento previo ¡ cada muestra 

fue dialisada en el tubo en el que previanente había sido incubada, la 

diálisis se llev6 a cato a través de una rreml:rana con que se sell6 la -

lxJca ele los tul:üs y se mantuvieron toca abaje con agitaci6n constante -

durante 20 horas en un recipiente conteniendo apro:<imadamente 20 litros 

de agua destilada, y dentro de un cuarto frío a 4 ºC (dado el núnirno VQ 

lumen de las muestras, se diseñ6 esta fonna de diálisis con la que se~ 

vitó pérdida de material al evitarse más manejo de las mismas). El obj~ 

to de la diálisis, caro ha sido señalado por Allison (15), Norwc>'.Xl (51) 

y Hook (52), fue la eliminación de iones inhibidores que actúan caro iD_ 

hibidores enzilnáticos; transcurridas las 20 horas las muestras fueron -

centrifugadas a 15 000 RPM durante 20 minutos para la separaci6n de se­

dimentos y sobrenadantes, una vez separados, ambos se ajustaron a 500 pl 

con agua destilada y contando entonces con 1 X 108 c6lulas tanto para -

el sobrenadante caro sedimentos en los 500 )ll, de aquí se evaluó cada 

enzima por separado; los resultados de p-N-acetilhexosaitinidasa se dan 

en mUnidades Enzimáticas, correspondiendo cada una de ellas a 1 mool de 

producto formado en un minuto de actividad. 

a) Análisis de Arilsulfatasa (Clasificaci6n enzimática 3.1.6.1.). 

Nanbre sistemático.- Arilsulfato sulfohidrolasa (53). 

El método utilizado para medir la actividad de esta enzima se bas6 

en la cuantificaci6n calorimétrica de la parte orgánica resultante de -

la acción enzimática sobre el sulfato de p-nitrocatecol bajo condicio-­

nes controladas de temperatura y pH en un cierto tiempo, 

La reacción se muestra a continuaci6n. 
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La actividad enzimática en sedimentos y sobrenadantes fue detenni­

na9? en una soluci6n que contenía 100 pl de arrortiguador de acetato de 

sodio con pH=5.2, 2.5 proles de p-nitrcx::atecol (100 pll y el equivalen­

te a 10 X 106 células (50 pll en el caso de los sobrenadantes , y de 50 

X 106 espermatozoides con sobrenadantes (250 pll, Las muestras de sedir.ie1.! 

tos se igualaron al volt:imen de los sobrenadantes (450 pll con agua des­

tilada • Irmediatairente se prcx::edi6 a la incubaci6n de las muestras a 

37 ºC por 10 minutos, y la reacci6n enzimática fue detenida al cél!:x) de 

ese tianpo por la adici6n de 2.5 ml de NaOH 1 N , con lo cual télillbién 

se desarrolla el color. Las lecturas se realizaron a 510 nm usando caro 

blanco un sist6lla sin muestra en;d .. mática y sust~tuyendo el volomcn de -



2ñ 

<fata con ugua destiladu. Desgraciadarrcnte no fue ¡:osible contar con el 

p-nitrocatecol para realizar la curva patr6n, ¡:or lo que los resultados 

de esta enzi.Inu se reportarán en unidades de absorl:cncia . Después de~ 

dicionar el NaOll 1 N a las muestras de sedimentos, éstas fueron centr.:!:, 

fugadas a 2500 ílPM para eliminar suspensiones que interfirieran con -

las ddtermi.naciones. 

b) l\nálisis de p-H-acetilhexosaminidnsa (Clasificaci6n enzimática 

3. 2. l. 30. ) • 

NOTibre sistemático.- p-2-Acetamido-2-deoxi-D-gluc6sido acctamido 

deoxiglucohidrolasa (53). 

La actividad de esta enzima fue detenninada por su acci6n sobre 

un sustrato bajo condiciones controladas de pH y tenperatura~ llevando 

a cabo la cuantificaci6n del producto aranático liberado en la reacci6n, 

la cual es·dcscrita a continuación. 

CHzOH 

)-z oof) + 

H )-o Oll 

~ \1 

p-nitrofenol 
··•. N-acetil -}3-

D-glucosaminida 

\= 
pH=4.5 

37°C 

10' 
NOz 

OH H /1 
-\ HO H 1

u 
N02 H NHl'CCH

3 
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La detcaninaci9n se llcv6 a cal::o tanto en sobrenadantes caro en 

sedimentos en muestras equivalentes a 50 X 106 células (250 )-11),además 

de 10 proles de sustrato (200 )-11) y 200 )-11 del arrortiguador de citrato 

de sodio. El contenido se lleva irurediatamente a incubaci6n a 37 ºC 

por l O minutos , pasado es te tiempo se adicionan 2. 5 ml de NaOll O. 1 N 

con el fin de parar la reacción enzimática y desarrollar el color; la 

cantidad de p-ni trofonol. l ii:erado fue determinado cspcctrofotarétric~ 

mente a 400 nm por la interpolaci6n en una curvé1 estándar realizada ~ 

ralclamente con las muestras (Gráfica 1), la curva se prepara al voltl­

men final de 650 Jll con agua destilada; como blanco se utiliz6 un ens~ 

yo con un volurren de agua destilada que sustituye la muestra enzinfiltica. 

Después de la adici6n de NaOH 0.1 N , las muestras de sedimentos 

se centrifugaron pcr 5 minutos a 2500 RPM con el fin de eliminar suspe.!:1. 

siones que interfirieran con las lecturas espectrofotanéticas. 



RESULTAOOS 
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Se llevaron a cabo experimentos preliminares tendientes a deter­

minar si la hepari.na tenía algún efecto en la activaci6n y/o libera-­

ci6n de enzimas, los resultados de estos experilrcntos (tabla 1) no i.!}_ 

di.can aunento con 10 UI de heparina con respecto al control, sin em-­

bargo la presencia de 100 y 1000 UI tuvo cano resultado que tanto en 

sobrenadantes cano en sedimentos, se detectaran actividades mayores -

de ambas enzimas con respecto a los controles. 

Dejando en contacto las células con la heparina por 20 horas, se 

pudo notar que los valores registrados son muy similares entre 100 y 

1000 UI, por este hecho los estudios tendientes a una comprensi6n de 

los efectos de la heparina estuvieron basados en la concentraci6n de 

100 UI, dejando para discusi6n los resultados obtenidos con 1000, UI. 

El hecho de haber observado la activaci6n y/o liberaci6n de enz1 

mas por la presencia de la heparina, di6 cano resultado la necesidad 

de una canparaci6n con otro rrétodo de liberaci6n enzimática ya ponde­

rado. 

a) Canparaci6n con otro agente de liberaci6n enzimática. 

- Análisis para arilsulfatasa. 

Para llevar a cabo ~sto, los resultados del efecto del sistema 

con 100 UI de heparina, se canpar6 con los resultados al poner en CO,!! 

tacto a los espermatozoides de conejo con medio de Bracket (48) y con 

medio de Akruk (21) , es decir con suero de coneja al 20 %; se observ6 

adanás el canportamiento de los sistemas de incubaci6n en periodos de 

tienpo entre 1/4 y 20 horas. 

En la gráfica 2 se muestra una liberaci6n mayor con medio de Akruk 

y con 100 UI de haparina que con medio de Bracket, estos aumentos son 
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Arilsulfatasa (Absorbencia/108 espermatozoides) 

Sobrenadan te Sedimento 

0.10 0.11 

0.10 (/J. = o %) 0.12 (/J.= 10 %) 

1.19 (/J. = 1190 %) o.so (/J = 727 %) 

1.10 (/:. = 1100 %) o. 76 (/J. = 691 %) 

B-N-acetilhexosarninidasa (mUnidades enzimáticas) 

Sobrenadan te Sedimento 

4.0 0.8 

4.1 (/j. = o %) 0,8 (/J = o Z;) 

13,0 (/J. = 325 %) 46,8 (/j. = 585 b) 

10.0 (/J. = 250 %) 45.1 (/J. = 563 %) 

Tabla 1.- Resultados de los experimentos preliminares probando la presen­

cia de la heparina en lll1a poblaci6n de espennatozoides. 



336 'ó y 588 % a 1/ 4 horas y de 236 % y 222 % a 20 horas. Tambi~n se no­

ta que para el medio de Bracket y de Akruk se observa aumento en las ac­

tividades en sobrenadan tes despu6s de pasadas 20 ·horas, sin embargo se -

ve que para el medio con 100 UI de heparina existe una leve disminuci6n 

en la clctccci6n enzirnáticu después de pasadas las 20 horas de incubaci6n, 

El canportamicmto de la arilsulfotasa en sedimentos observado en la 

gráfica 3, evidencia un notable aumento en la actividad en medio de l\kruk 

y con heparina en can¡x1raci6n con la uctiv.idad rnxlucida por el medio de 

Bracket a 1/ 4 y 20 horas ele incubaci6n. Para l / 4 horas, los incrementos 

con resrccto al r.cclio ele 13racket son de 504 i parn el medio de /\kruk, y 

de 520 i con heparina a 1/4 horas; a las veinte horas los aumentos antes 

descritos son de 236 y 320 ~. 

Fijando la atenci6n en la grfüica 4 se aprec.:ia una fonna de libera­

ci6n de arilsulfatasa totalmente opuesta entre el suero y la heparina, -

en el caso de ésta se nota un incremento desde el tiempo 1/4 hora que se 

mantiene mtis o menos constante hasta las 20 horas, y en el caso del sue­

ro hay un incremento aparentemente gradual hasta las 20 horas. La gráfi­

ca 5 correspondiente a sedimentos muestra un canportamiento de manteni-­

micnto de la actividad desde 1/4 a 20 horas para aml::os agentes. 

- Análisis para p-N-acetilhexosaminidasa. 

En la gráfica 6 se muestran las lecturas correspondientes a esta -­

enzima en sobrenadantes, en ellas s~ notan actividades mayores con r.iedio 

de l\kruk y con heparina que con medio de Bracket, esto ocurre tanto a --

1/ 4 caro a 20 horas, dichos incrementos son de 188 % y de 935 %, a 1/4 

hora y de 466 % y 910 9.; a 20 horas. Para el medio de Akruk es claro un -

aumento en la liberaci6n enzimática después de 20 horas; el canport.11nie~ 

to observado con 100 UI de heparina muestra una disminuci6n en la ª"tivi 

dad despu~s de 20 horas. 

En el caso de sedimentos {gráfica 7) se observan notables aU!l1f .tos 

en la actividad tanto a 1/4 cano a 20 hords; en canparaci6n con el 1edio 

de Bracket, los medios de Akruk y con heparina tienen incranentos a· 

12086 % y 9379 % a 1/4 hora, y a 20 horas los incrementos son de 34' % y 

371 %. En este caso la incubaci6n en medio de Bracket por 20 horas ~i6 
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lugílr a un aurncnto muy considerable en la actividad , por otro lado el­

tratamiento con medio de Akruk ocasion6 una activaci6n pero con dismi­

nución considerable en la actividad después de 20 horas; en presencia -

de heparina existe también una disminuci6n en la actividad enzimáticu -

después de 20 horas de incubaci6n. 
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En la gráf;ica 8 se puede notar que en el caso de la heparina se -­

presenta el máximo valor a 1/4 hora presentando una leve disminución r~ 

sadas las 20 horas, por otro lado en el caso del suero hay una tendencia 

a increnentar la liberaci6n a medida que pasa el tic111po, llegando a du­

plicar el registro correspondiente a 1/4 hora. En la gráfica 91 los va­

lores corres[:x:mdientes a sedimentos evidencian una tendencia a disminu­

ir la detección de la actividad con el tiempo, lo cual se hace más cla­

ro en el caso de la presencia de suero al 20 %. 

b) Análisis de efectos producidos por la hcparina. 

Buscando datos adicionales a los efectos producidos en las enzimas 

al estar en contacto los espermatozoides de conejo con la heparina, se 

pens6 en un experimento consistente en poner a los espcrnatnzoides en -

presencia de diferentes concentraciones de heparina hasta llegar a la -

concentrac~6n que centr6 la concentraci6n en los ex'(Jeri.ri'entos prelimin~ 

res; las concentraciones elegidas para tales pruebas son de 30,60,90 y 

120 UI de heparina, eligiendo caro concentraci6n mínima 30 UI puesto -­

que con 10 UI no se habl'.a notado ninguna diferencia con respecto al con 

trol, para ninguna enzima tanto en sobrenadante cano en sedimento. 

- Análisis para arilsulfatasa. 

En la gráfica 10 se observa que existe aparentemente una relación 

lineal en las concentraciones de heparina ensayadas y la liberaci6n de 

esta enzima en el sobrenadante por 1/4 hora de incubación. 

En los registros correspondientes a 20 horas se nota un aumento en 

las lecturas hasta 90 UI en canparación con los corresrxm:l.ienti.'fó a 1/4 

hora, presentando un increnento lineal hasta 60 UI de hepari.;i .. 

En la gráfica 11 es observable un aumento de la actividcic1 detecta-



da en sedimentos desde la mínimn concentraci6n de heparina a 1/ 4 hora, 

la cual se mantiene aparentemente constante hasta el valor de 120 UI, -

siendo este incremento muy considerable con res¡:ecto al control. En el 

caso ele las lecturas ele 20 horas, en presencia de heparina se presenta 

una activaci6n desde 30 UI no tan marcado cano a 1/4 hora. 

- An1ilisis para p-N-acetilhexosaminidasa. 
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Observando la gráfica 12 se hace evidente que también existe una -

corrclaci6n entre el número ele concentraci6n de hrparina y la libera -­

ci6n ele enzima; sin embargo, después de pasadas 20 horas se tiene una -

disminuci6n en la liberaci6n en todas las concentraciones y manteniénd~ 

se, sin embargo, un aparente aumento lineal después de 60 UI. 

Analizando la gráfica 13 se ve que al igual que la arilsulfatasa, 

en el tiempo 1/4 hora se presenta un incremento en la actividad de la -

enzima desde 30 UI, presentando en este caso una aparente disminuci6n -

en las lecturas a medida que pas6 el tianpo. Las lecturas correspondie.!! 

tes a 20 horas presentan una considerable disminuci6n en todas las lec­

turas incluyendo las correspondientes a los valores máxirros de heparina. 

c) Pruebas vitales en presencia de heparina. 

Los efectos producidos por las diferentes concentI:aciones de hepa­

rina no fueron estadísticamente diferentes (prueba de hip6tesis, o( = 

0,5 % ) (gráfica 14) • 

Los resultados de estas pruebas están indicando que la presencia -

de la heparina no tiene efecto f isiol6gico que aparentemente afecte la 

viabilidad de la célula, eliminando de esta forma la posibilidad de que 

W1a muerte celular sea la causa de liberación enzimática. 
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y= 0.0343 (x) + 0.0226 
r = 0.99 
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Gráfica 1.- Curva patr6n de p-nitrofenol para de--

terminaci6n de mUnidades enzimáticas de )3-N-acetil 

hexosaminidasa. 



Absorl:cncia 
oor 108 
células l.O 

0.5 

L\=236% 

&588~¡ 

6.=222% 

6.=336% 

1/4 hora 20 horas 

Gráfica 2.- Determinaciones de arilsulfatasa 

en sobrenadantes después de diferentes condl 

ciones de incubaci6n. 

A = incrementos con respecto al control 
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Gráfica 3.- Determinaciones de arilsulfatasa -----
en sedimentos después de diferentes condiciQ 

nes de incubaci6n. 

/J.= increr.-tentos con respecto al control 

I Desviaci6n estándar de 4 experimentos 

§Medio de Bracket 

~Medio de Akruk 
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Gráfica 4.- Detenni.naciones de arilsulfatasa en so­

brenadantes a diferentes tiempos en presencia de 100 

UI de heparina y de suero al 20% 
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Gráfica 5.- Determinaciones de arilsulfatasa en se­

dimentos a diferentes tier:i¡xis en presencia de 100 UI 

de heparina y de suero al 20~ 
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Gráfica 6,- Determinaciones do }3-N-acetilhexo­
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La capacitaci6n se ha propuesto caro una preparaci6n del esperma­

tozoide para sufrir la ·reacci6n acrosanal,dichos eventos han sido se~ 

lados por varios autores caro dos eventos canpletamente separados ( 3) , 

siendo el primero un proceso rnor~nte bicx¡ullnico y el segundo involu -

erando cambios estructurales en el acrosoma del Pspe:rmatozoide; sin ~ 
bargo,al darse el concepto do capacitaci6n corro una labilizaci6n o de-­

sestabilizaci6n de las rrembranas acrosanales(2,54)i\kruk lo tana para~ 

plicar los resultados de sus experilrentos; este autor explica sus obseE_ 

vaciones cori'ü una afectaci6n de menbranas en la capacitaci6n a tal grado, 

que un porcentaje de la ¡:oblación de los espermfltozoides sufri6 la reac­

ci6n acrosc:mal, pero por otra parte quedaron algunos esperr.iatozoides -

que no sufrieron la reacci6n acrosanal, los cuales fueron los causantes 

de las observaciones de fertiliaaciones "in vitro". 

U:ls experimentos utilizando el medio de Bracket por 1/ 4 de hora -­
probaron producir una liberaci6n enzimática equivalente a la producida 

por soluci6n salina fisiol6gica(48), además de no producir la capacit~ 

ción (21). Cste medio es:tanado por Akruk caoc> referencia para evaluar 

los medios contentendo el suero de coneja; en el trabajo aquí repor­

tado también se le usa para cauparar los resultados con suero de cone­

ja y con heparina. 

a) Análisis de los efectos producidos por heparina. 

:. Es de esperarse que un ~todo de capacitación ya evaluado en cuan­

to a su efecto liberadOJQ de enzimas y a su efecto capacitantP, sirva co­

no marco de comparaci6n para el efecto que produce la heparina en la l.!_ 

beración de enzimas acrosanales. 

Akruk 121) en sus experimentos encontr6 que la liberación de ambas 

enzimas, por contacto durante 20 horas con medio que contenía suero de 

coneja estimulada, correspondía a un 51 % de espermatozoides que sufri~ 

ron la reacci6n acrosanal1 en el caso de los resultados del reporte a­

quí presentado ,se describen aumentos en la liberaci6r. al S•?brenadante 

de enzimas con respecto a los resultados con medio de Bracket por l / 4 

de hora (control) ,cercanos a los reportados por Akruk en sus experime!!_ 

tos;· as! teneros que para la arilsulfatasa este autor ve aunentos de 
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1000 % y en este trabajo se encontraron de 700 %; con respecto a la 

B-N-acetilhexosam.inidasa, sus experimentos IOClStraron aumentos de 500 

% y los aquí reportados son de 466 % . Por otra parte se encontr6 un 

aurrento a rredida que pasaba el tiempo, lo cual podría apoyar la ar~ 

mentaci6n de Akruk respecto al efecto labilizador del suero en las -

!TIE!11branas a lo largo de las 20 horas. 

Pasando al estudio de los efectos de la heparina, se puc.1~ notar 

que este agente al estar en contacto con el espermatozoide de conejo, 

provoc6 una liberaci6n de enzimas que en el caso de la arilsulfatasa 

son equivalentes con la liberaci6n producida por el suero, y en el -

caso de la B-N-acetilhexosaminidasa esa liberaci6n es mucho mayor que 

la producida por el suero (gráficas 2 y 5); ¡;x:ir otra parte las deter­

minaciones en c~lulas sedimentadas tratadas también rrostraron efectos 

¡;x:ir la presencia de heparina, es decir que este agente ocasion6 una -

activaci6n y/o exposici6n en la superficie celular; es importante ha­

cer notar que los efectos rrencionados se presentaron desde 1 / 4 hr de 

incubaci6n, existiendo adem1is una correlaci6n lineal directa de las 

dos enzimas con el auaento en las concentraciones de heparina hasta 

120 UI, aunque este efecto lineal no se hizo evidente en el caso de 

las células sedi.nentadas resuspendidas. 

Un hecho importante se muestra Clesde el punto de vista de máxima 

liberaci6n, pues en el caso de la heparina, este punto se alcanza a -

1/4 hr, observaci6n radicalrrente diferente en cCJTparaci6n con el efeE_ 

to del suero. 

El hecho de que la heparina produzca la liberaci6n de enzimas en 

fonna diferente a la producida por el rredio de Akruk (21), abre la P2 

sibilidad de un rnecaniSITD de acci6n también diferente a una labiliza­

ci6n gradual de Ill3lbranas para el caso de la heparina. 

Delgado (55) en sus ex¡:eriloontos encontr6 la presencia de rece.e 

tares para heparina en espermatozoides de h\ITlfillO, alcanzando una má­

xima captaci6n de heparina aproxirnadaITW:!nte a los 30 minutos; la pos.!_ 

ble existencia de dichos receptores en espennatozoide de conejo pue­

de correlacionarse con las observaciones de la rápida lil:crución de 

enzimas y el alJlel1to en la liberaci6n de enzimas en relación lineal 



51 

con la concentraci6n ele heparina. Sin embargo se canprende la necesidad 

de estu:lios tendientes a probar la existencia de dichos receptores y su 

posible papel en el ccmplejo proceso de capacitaci6n y reacci6n acroso­

mal. 

La cliscusi6n de los resultados observados con 1000 UI de heparina 

se ve imposibilitada por la falta de antecedentes y de experimentos cart 

plE!Tlentarios. 

b) Propiedades y funci6n de las enzimas. 

Prestando atenci6n a los resultados de p-N-acetilhexosaminidasa se 

nota que las lecturas correspondientes a sedimentos con suero y hepari­

na (gráficas 7 y 9) presentan una disminuci6n en las lecturas después -

de pasadas 20 horas de incubaci6n, serra esto indicio de una liberaci6n 

paulatina de enzima activa del espermatozoide al sobrenadante; sería di:. 

f!cil confirmarlo, más aein si se observan lecturas de sobrenadantes con 

heparina (gráfica 6), en este caso se ve el mismo can¡:x:>rtamiento de di~ 

minuci6n con el tiempo; esta Gltima observaci6n pone en evidencia que -

la detecci6n de la enzima sufri6 una disminucj6n con el tiempo, lo cual 

¡::odr!a explicar los canportamientos en sedimentos antes descritos. 

l::n los resultados se refleja que los efectos del suero y la hepari 

na también se encuentran en los sedimentos para ambas enzimas; sin e.m -

ba.rgo son de especial significancia los valores para p-N-acetilhexosaraj,_ 

nidasa; los valores para esta enzima en sedimentos son por mucho supe -

rieres a los detectados en sobrenadantes; esta diferencia, ya observada 

por Mack (32) en espermatozoide de hlll\aOO con capacitaci6n con suero -­

is61ogo, estti indicando una especial tendencia de una considerable pro­

porci6n de la enzima para activarse,pero manteniéndose unida dl espe~ 

tozoide. 



Farroc¡ui (44,47)en sus estudios ele aislamiento y caracterizad6n 

de estas enzimas, discute la posible funci6n de éstas en el canplejo -

proceso de fertilizaci6n; este autor describe la zona pellucida cano -

una capa no celular conteniendo qlucoproteinas, glucoprotcinas sulfa­

tadas y c¡lucosnminoc¡lucanos s~1lfatados, siendo necesaria tma acción -

sucesiva de la arilsulfatasa, p-N-acetilhexosaminidasa y por Cil t:Uro la 

acros.ina para que el esperr.iatozoide atraviese esta capa. 

Las observaciones microsc6picas indican que al rromento de estar 

en contacto con la zona pellucida, el espermatozoide ya ha perdido 

el acrosana, con ésto las enzimas que sirven para atravczar este in -

vestimento necesitarían actuar unidas a la rrembrana acroscr.léll interna, 

tal sería el caso de la )3-N-acetilhexosaminidasa y de la acrosina, en 

los experimentos aquí reportados la arilsulfatasa no s6lo se activó so 

bre espennatozoides, sino que también se presentó considerablemente 

en sobrenadantes, este hecho.podría explicarse si se supone que esta 

enzima no sólo actCie sobre los grupos sulfato de la zona pellucida -

sino en otras capas más externas, de hecho se ha obser.vado (44) una -

acción sinérgica de la arilsulfatasa con la hialuronidasa para disper­

sar el cunmulus oophorus. 
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CONCLUSIONES 



1.- Al poner en contacto una poblaci6n de espermatozoides de conejo 

con heparina, se observ6 una liberación de las enzimas acros~ 

les Arilsulfatasa y p-N-acetilhexosmniniclasa; el efecto de la -

heparina tambi~n se mu11ifest6 en un aumento en la detección de 

estas enzimas en el scclirnento celular sepurado de los rrec1ios de 

incubaci6n sobrenudantes. 

2.- La. presencia de la heparina ocasion6 una libcraci6n de estas -­

dos enzimas acroscmales que, fue s:i.nular a la causada por el a­

gente capacitante desarrollado p::ir Ak.ruk (21) , LS decir incuba­

ci6n en medio ccrnplementado con suero de coneja en ovulación.E~ 

to.da la pauta para sugerir a la heparina caro un canpucsto que 

podría jugar tm papel importante en el proceso de capacitación 

del espermatozoide de conejo. 

3.- Los experimentos desarrollados mostraron canp::irtamicntos de las 

enzimas ensayadas , acordes con las funciones atribuidas a las 

mismas por algtmos autores (44,47) ,en el manento de la fertili­

zaci6n. 
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RE.SUMEN 



En este trabajo experirrental se llev6 a cal:o una serie de ex­

perirrentos en los que se prob6 que la heparina causa la liberaci6n 

de algunas enzimas acrosomales (Arilsulfatasa y )3-N-acetilhexosa­

minidasa) en espennatozoide de! conejo, la cual result6 ser serej~ 

te a la causada ¡:or el rrétodo capacitante desarrollado por Akruk 

21). 

Así misr.o, se realizaron experi.Jrentos con el fin de o?ntar -

con datos para discutir alguna forma en que la heparina está ac -­

tuando en la célula espermática para liberar las enzimas, dichos -

experimentos consistieron, ¡:x:,r un lado en la variaci6n de las con­

centraciones de heparina que se pusieron en contacto con una poblE. 

ci6n de espennatozoides, y por otro en la variaci6n del tienpo en 

que estas células esttNieron en contacto con la heparina; de esta 

discusi6n se sugiere que la heparina causa la liberaci6n enzimáti­

ca por un mecanisrro diferente al producido por el rretodo capacit~ 

te probado. 

Los resultados observados en los experi.Jrentos coinciden con -

algunas suposiciones (44,47), sobre la funci6n de las enzimas ensa 

yadas en el proceso de fertilizaci6n. 
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