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R E S U M E N 

En el presente tra bajo se describe el efecto del bicarbonato 

y de la CJlucosa en la capaci t;:ición del espermatozoide de cuyo, asf 

como la acción que la citocalacina B, inhibido r de lapol imeriza-

ción de actina, y la colchicina, estimulador de la despolimeriza -

ción de la tubulina "labil" y estabilizador de la tubulina 

"estable", ejercen sobre la capacitación y sobre la reacción 

acrosomal en estos esperma tozoides. 

Se seleccionó como medio de preincubación el más simple, 

la solución de cloruro de sodio 0.154 M, que se conocfa no capaci

taba a los espermatozoides (Valdés, 1981) y se determinó el efecto, 

del bicarbona to sobre la capacitación de los gametos, tanto en 

presencia como en ausencia de glucosa ex6gena. Se determinó 

además, si el efecto que presentó el bicarbonato podrfa atribuirse 

a iu acción a mortiguadora, para ello se le sustituyó por trietanol

amina. 

Para valorar la capacitación, después de la pre1ncubación 

en las diferenies condicionei ex~erimentales, los gametos fueron 

transferidos al medio mfnimo de cultivo (MCM), el cual permite la 

expresión de la reacción acrosomal (RA) en los espermatozoides 

capacitados (Rogers y Yanagi~achi, 1975; M6jica y Valdés, 1983). 

Asf, la RA se tomó el criterio de capacitación y su valoración 

se hizo: a) cualitativamente por la observación al microscopio de 

luz de la presencia de espermatozoides sin acrosoma y con movi

miento activado (Yanagimachi y Usui , 1974) y b) cuantitativamen te , 
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por determinación del porcentaje de espermatozoides que perdian el 

acrosoma , en l os primeros 15 min de la trans ferencia de las célu las 

al medio MCM. 

Por otra parte, se valoró el efecto que la citocalacina B 

(100 µM) y la colchicina (5 y 50 mM) tenian sobre la capacitación, 

cuando se adicionaron al medio de preincubación, y su efecto sobre 

la reacción acrosomal cuando la adición de las drogas se hizo en 

el medio de transferencia, MCM. 

Se comprobó que la permanencia de los espermatozoides en 

NaCl o NaCl-Glu, hasta por 40 min, no les permitia capacitarse y 

que una m~s prolongada los dañaba. Cuando los esperm.:itozoides se 

mantuvieron a 37°C por 45 l'lin en NaCl-:-ico 3 y fueron transferidos a 

MCM, presenta ron la RA en un tiempo menor a los espermatozoides 

incuQados en MCM desde el inicio. Pero si el tiempo de estancia, 

de los espermatozoides, en NaCl-Hco3 tuvd una duración mayor a 

BO min, al transferirlos a MCM la RA se presentó dentro de los 

pr imeros 15 min de la transferencia. Ahora cuando los espermato

zoides se resuspendieron en NaCl-Glu-HC03 (25 mM de HC0 3 ) a 37°C 

a diferencia de lo observado en los mantenidos en NaCl, NaCl-

HC03 o NaCl-Glu, los espermatozoides conservaron la movilidad, el 

movimiento era activo de vibración, y 45 min en el medio con 

bicarbonato y glucosa fueron suficientes para que al transferirlos 

a MCM presentaran la RA tipica en los primeros 15 min. El efecto 

del bicarbonato no puede atribuirse Gnicament e a su acción 
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amortig uadora , ya que con treitanolamina como amortiguador , en 

sustitución del bicarbonato el número de espermatozoides capac ita 

dos fue significativamente menor . 

Por la presencia de 100 µM de citocalacina o de 5 o 50 mM d e 

colchicina en el med io de NaCl-Glu-HC0 3 o en el medio de la 

transferencia (MCM ), no se observo efecto alguno, ni sobre la 

capacitación ni s obre la reacción acrosomal respectivamente; pero, 

si sobre la movilidad de los gametos , ya que en aquellas muestras 

que contenfan drogas los espermatozoides se inmovilizaron en 

forma m~s temprana. 
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I N T R o D u e e I o N 

Los estudios clásicos de la fecundación y del desarrollo 

embrionario temprano, han involucrado predominantemente el examen 

del comportamiento de los gametos de animales que p~esentan 

fertilizac ión €xterna. Consecuentemente, la mayor parte del cono

cimiento en relación a la interacción de los gametos y la fertili

zación se deriva de las investigaciones en tales organismos, par

ticularmente de los invertebrados marinos, debido a que sus gametos, 

por dos razones muy importantes, son ideales para estos estudios. 

La primera, la fertilizaci6n y el desarrollo subsecuente, real

mente ocurren en el laboratorio por incubación de los gametos en 

agua del mar. La segunda, que se puede obtener un gran número de 

gametos de ambos sexos, lo cual facilita la investigación tanto 

a nivel b ioqu1mico como molecular. En contraste a esta situación, 

existe un gran retraso en el conocimiento de la fertilización en 

los mam1feros, ya que, aún cuando los eventos básicos involucrados 

en la fertilización en estos dos grupo s son similares, existen. 

suficientes disparidades en su fisiología y morfolog1a. As1, la 

protrusión de l proceso acrosomal por el espermatozoide capaz de 

fertilizar y la unión inicial, al huevo, por medio de la con

fluenc i a de su membrana apical y con la membrana plasmática del 

gameto femenino, no ocurren en la fertilización en los mamíferos. 

El sitio de fe r tilizac ión en los invertebrados es externo, 

mientras que en los mamí feros es interno, el oviducto, donde 

además el núme ro dr gametos que interaccionan es muy reduc ido, 
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ésto haca que el estudio de la interacción de los gametos "in 

situ" sea virtualmente imposible, además de que, el namero 

relativamente pequeño de huevos liberados ?Or cada animal consti

tuye un enorme imped imento para las investigaciones cuantitativas 

(Bavister, 1980). 

Fertilización de los ovocitos en los mamíferos 

Debido a·la inaccesibilidad a los gametos de los rnamiferos 

en su ambiente natural, muchos investigadores han enfocado su 

atención al estudio de la fertilización, en muchas especies ani

males, bajo condiciones de cultivo "in vitro". Sin embargo, el 

progreso alcanzado ha sido lento. La mayor dificultád ha sido 

la de encontrar un a mbiente de cultivo apropiado que mantenga a 

los gametos aptos: al espermatozoide, en condiciones viables 

durante la secuencia compleja de eventos, que le permiten la 

adquisición de la capacidad fertilizante, o capacitac~ón; al 

óvulo, alcanzar el estado de.madurez, cuando ha sido obtenido de 

los foliculos preovulatorios, o el mantenerlo viable en el estado 

madura hasta ser fertilizado, ?Or el espermatozoide capacitado. 

Una amplia variedad de .medios de cult ivo han sido utilizados 

para la fertili zación "in~itro". Estos medios no corresponden a 

las condiciones reales que prevalecen en el sitio y en el momento 

de la fertilización
1
"in vivo". Bajo condiciones de cultivo, el 

ambien te proporcionado a los gametos es más o menos fijo, o está

tico; en contraste al medio que los rodea "in vivo", donde no hay 
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duda de q ue existe un intercambio dinjmico y modulación del medio, 

en el cual los gametos inte raccionan. Este control din5mico del 

ambiente que rodea a los gametos "in vivo", obviamente debe regu la r 

el curso de los eventos concernientes a la fertilización y al desa-

rrollo embrionario t emp rano. Por otra parte, el éxito obtenido en 

las fertiliz ac iones "in vitro", que depende entre otros factores, 

de la habilidad de los gametos de las diferentes especies para 

tolerar las condiciones estáticas impuestas, ha permitido un avance 

en el entendimiento del proceso de la fertilización en los mamíferos. 

La necesidad de la c0;paci tac:ión del e!:<permatozoide ,,-; 

Una variedad de problemas específicos han bloqueado las in-

vestigaciones con los gametos de los mamíferos. Entre estos pro-

blemas específicos se encuentra el fen6meno de la "capacitación", 
• 

€sto es: la necesidad d e l espermatozoide de los mamíferos de su-

frir una cla se de maduración o sensibilización, normalmente en el 

tra cto reproductor de la hembra, antes dé adquirir la capacidad de 

fecundar a los óvulos. La ~ecesidad d e que el espe rmatozoide sufra 

la capacitación fue descrita independientemente por Austin , 1951 y 

por Chang en 1951. Induda blemente l a falta de conocimie nto d ura nte 

la primera mitad de este siglo, con re specto a la capacitación y 

sus implicaciones, fue el principal factor en la falla de muchos 

investigadores, para obtener la fertilización de los óvulos de ma-

mífero "in vitre". El término de capacitación ha sido definido, 
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con diferentes signific~dos, nosotroi adoptaremos la definición de 

Bedford (1970): quien l a considera como el conjunto de cambios que 

el espermatozoide debe sufrir durante el período de tiempo que 

debe ser incubado, ya sea en el tracto reproductor de la hembra o 

en un medio de cultivo "in vitr?", antes de que pueda exhibir la 

reacción acrosomal (RA). Esta reacción acrosomal es un prerrequi

sito para la fertilización y es considerada como la secuela de la 

capacitación. Se han hecho esfuerzos para descubrir la naturaleza 

del cambio o cambios que sufre el espermatozoide durante este 

~!timo proceso, con la esperanza de identificar un componente 

esencial de la fertilización, Sin embargo, con la tecnología 

existente, es difícil conocer si un cambio detectable corresponde 

a una et~pa del fenómeno o sólo es una alteración secundaria o 

coincidente con el. No obstante, hoy se sugieren como cambios 

concomitantes con la ca?acitación, y que quizá formen parte de la 

misma, los siguientes: una pérdida ·de inhibidores de las enzimas 

a·crosomales (Hartree, 1977) ; un rearreglo de antígenos de la 

membrana plasmática (Oliphant y Brackett, 1973); un rearreglo de 

partículas intramembranales, con formación de áreas de fosfolí

pidos libres de pa rtículas (Friend, 1977; Bearer y Friend, 1982); 

una disminución de la relación colesterol/fosfolípidos, y como 

consecuen.cia un cambio en la fluidez de la membrana (O'Rand, 1977). 

Una disminución del ATP intracelular (Santos-Sacchi y col., 1982 ) , 

un aume nto en la mr vilidad de los espermatozoides (Johnson y col., 
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1981; Austin, 1975), la fosforilaci6n, de prote1nas, dependiente de 

AMP (Huacuja y col., 1977) 1 un mayor metabolismo glucol1tico y 
c 

oxidativo (Rogers y col., 1977). un incremento en los niveles de 

nucle6tidos c1clicos (Garbes y Kopt, 1980) y además, un aumento en 

la permeabilidad al calcio (Yanagimachi y Usui, 1974). 

La reacci6n acrosomal de los espermatozoides de los mamfferos 

Se conoc~ que la capacitaci6n es seguida, bajo condiciones 

favorables, por una modificación del acrosoma del espermatozoide, 

dicha alteraci6n culmina con la exposici6n de la membrana acro-

somal interna, por la ruptura y fusi6n de las membranas, acrosomal 

externa y membrana plasmática, con la p~rdida de la matriz acroso-

mal, muchos de cuyos component~s son .enzimás 11ticas (Allison y 

Hartree, ~970). 

e 

e 
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En la anterior microfotograf1a de campo claro (1060X) se 

muestran espermatozoides en empalizadas con acrosoma (A), esperma

tozoides sueltos con (B) y sin acrosoma (C). 

Este cambio morfológi°co profundo del acrosoma espermc'.'itico va 

acompañado de una activación del movimiento (Yanagimachi y Usui, 

1975), estas caracter1sticas son referidas como "reacción acrosomal" 

(RA). La RA es iniciada por un mov imiento de entrada de Ca++ bajo 

un gradiente electroqu1mico (Sign y col., 1978). La primera comu

nicación de la ocurrencia de la reacción acrosomal en los esperma

tozoides de los marn1feros, fue hecha por Austin y Bishop en 1958, y 

subsecuenternente descrita en detalle por numerosos investigadores 

(Green, 1978; Yanagirnachi ,y Usui, 1974; Meizel, 1978). Actualmente 

se reconoce que la RA , es un prerrequisito para la fertilización en 

loscmam1feros, y es en general similar, cuando menos en función, a 

los cambios acrosornales que suceden en los espermatozoides de 

muchas de las especies de animales inferiores, especialmente en los 

invertebrados marinos. 

Métodos de capacitación "in vitro" 

Con el desarrollo de métodos de capacitación "in vitrro" se 

ha obtenido un gran avance en el conocimiento de los rnarn1feros re

lativos a la fertilización de los marn1feros. 

La eficiencia de la capacitación a menudo está sujeta, a la 

forma en que se manejan los parámetros que son considerados 

cr1ticos. Los principales parámetros que deben ser tornados en 
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consideración, que para algunas especies son singulares son: 

l. el investigador mismo, su experiencia y habilidad en el 

manejo de las muestras. 

2. el medio de cultivo utilizado . 

3. la fuente de los espermutozoides, es decir, si son 

eyaculados u obtenidos del epididimo, 

4, la concentración de los espermatozoides. 

5, el volumen durante la incubación. 

6. el tiempo de la incubación 

7. la forma de lavado de los espermatozoides. 

8. la temperatura, 

9. la fase gaseosa. 

10. el pH del medio de cultivo y 

11. la osmolaridad (Rogers, 1978). 

La capacitaci6n de los espermatozoides se valora indistin

tamente por los sigui.entes criterios·: 

a) por el porcentaje de espermatozoides con reacción 

acrosomal 

b) por el porcentaje de 6vulos penetrados 

c) por el inicio de la singamia y 

d) por el nac imiento exitoso del producto del 6vulo 

fecundado , "in vitro" , al ser implantado en la hembra 

adecuada. Nosotros tomaremos el criterio de la aparición 

de la reacción acrosomal como indice de la capacitación 

(Rogers, 1978). 
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A N T E C E D E N T E S 

Antecedentes relativos al efecto del bicarbonato sobre los esper

matozoides 

El . oviducto y sus secreciones proveen del medio fisiológico, 

en el cual los espermatozoides de los marn1feros sufren dos 

procesos sucesivos: la capacitación y la reacción acrosornal, an

tes de adquirir la habilidad de fertilizar al 6vulo. Se ha esta

blecido que las secreciones del tracto genital de la hembra, esti

mulan el metabolismo energético (Stone y cols., 1973). Este 

efecto estumulatorio de los fluido& del tracto reproductor de la 

hembra se ha atribu1do a la presencia del bicarbonato en ellos 

(Wales y Murdoch, 1971; Mu~doch y White, 1968 a y b; Stone y cols., 

1973; Foley y Williams, 1967)~ Aunque se reconoce que además del 

bicarbonato otros componentes de los mismos flufdos ejercen este 

tipo~de estirnulaci6n (Foley y Williams, 1967; Iratani y cols., 

1969; Stone y cols., 1973; Murdoch y Davis, 1978). La concentración 

~e bicarbonato usada en los experimentos descritos por los autores 

mencionados fue hasta de 6 mM y se ha informado que la concentra

ción de bicarbonato, en el útero de la coneja puede ser tan alta 

como 40 mM (Murdoch y White, 1968 b). 

Barros en 1974 (tomado de Rogers y Yanagimachi, 1975) descri

bió un medio de cultivo para los espermatozoides de cuyo, al cual 

denominó por sus características básicas (NaCl, Cac1 2 , NaHco
3

, 

piruvato de sodio y lactato de sodio) corno medio mínimo de cultivo 

(MCM), En es te medio los espermatozoides se capacitan y expresan 

la RA después de un tiempo relativamente corto de iniciada la 
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incubación. La adición de glucosa (Glu) a este mismo medio re tar-

dó . la expresión de la reacción acrosomal (Rogers y Yanagimachi, 

1975), más tarde se indicó que la expresión tardía de la RA se 

debía a un retardo en la capacitación (Rogers y cols., 1979). Aun-

que recientemente Mújica y Valdés (1983) informaron que la glucosa 

sólo inhibía la expresión de la RA, sin inhibir la capacitac ión. 

Antecedentes sobre las protefnas actina y tubulina, en los esper-

matozoides 

La Actina. Tilney y colaboradores en 1973, mostraron que la poli-

merizaci6n rápida de la actina era responsable de la formación del 

proceso acrosomal, durante la reacción acrosomal de:l espermatozoide 

·del erizo de mar . El _1r oceso acros.omal es esencial para la 

fertilización en esta especie. La formación del proceso acrosomal 

no ocurre durante la reacción acroso~al ~n los espermatozoides de 

los mamíferos, pero , la proteína actina principal constituyente de 

los mi crofilamentos, s1 ha sido identificada en los gametos mascu-

linos de varias especies mamíferas: en los de hamster (Talbot y 

Kleve, 1978), en los del conejo, ratón y cuyo (Clarke y Yanagimachi , 

1978) y en los del humano (Virtanen y cols., 1984). Esta proteína 

parece estar local izada preferentemente en el acrosoma y en la 

pieza medio de estas células. 

La Tubulina. También esta proteína ha sido identificada en los 

espermatozoides de los mamíferos; como componente principal de 

los microtGbulos del axonema (Fawcett, 1975), aparato motor del 



flagelo, pero también se le ha localizado en el acrosoma, en al

gunas especies: en el jabalí, por Peterson y cols., 1978 y en 

los del conejo y mono por Stambaugh y Smith (1978). 
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Los microtúbulos y los microfila.rnentos han sido involucrados 

en muy diversas funciones celulares, por ejemplo: en la movilidad 

(Abercombie y cols., 1971) 1 en el transporte de partículas cito

plasmáticas (Fernandez y cols., 1970), en el mantenimiento de la 

forma (Mohri, 1976), en el control del movimiento lateral de 

proteínas integrales y de receptores (en Singer, 1979), así como 

en la liberaci6n de tirosina (Williams, 1971). 

Algunos autores han sugerido que estas dos proteínas, la 

actina (Tamblin, 1980 · Talbot y Kleve, 1978; Clarke y Yanagimachi, 

1978 y Johnson, 1975) . y la tubulina (Peterson y cols., 1978 y 

Stambaugh y Smith, 1978) pueden participar durante los fenómenos 

de la capacitación y/o de la reacci6n acrosomal de los espermato

zoid.es de los mam1feros; por ejemplo, en alguna funci6n específica 

de las membranas, Virtane (1 984) propone que s.ea durante la 

redistribuci6n de partículas intercaladas en las membranas con la 

producción de zonas carentes de ellas - estas zonas sí han sido 

observadas en los espermatozoides capacitados (Friend y cols., 

1977;, Clarke y Yanagimachi, 1978). 

Objetivo 

Con base en los antecedentes mencionados nos planteamos 

los siguientes objetivos: investigar el papel del bicarbonato en 



la capacitación de los es?ermatozoides del cuyo, asi como, dilu

cidar la posible función que ~a actina y la tubulina pudiesen 

15 

tener en los procesos de la capacitaci ón, de la reacción acrosomal, 

o en ambas. 
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M A T E R I A L E S Y M E T O D O S 

Reactivos 

Los r eactivos fueron obtenidos de las siguientes casas 

comerciales; nembutal de Smith Kline Norden de México; ~cido 

láctico, cloruro de sodio, KH 2Po4 , Na 2HP0 4 formaldehido y dextro

sa de J,T. Baker; piruvato de sodio y trietanolamina de Sigma 

Chemical Co.¡ Triton X-100 de BDH Chemical Ltd. 

Medios de cultivo 

Los medios de cultivo usados en este trabajo se muestran en 

la tabla r. 

• 
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JABLA l, MEDIOS ÓE CULTIVO+ 

COMPOSICION 
MEDIO 

NaHC03 NaCL -TRI ETANOL GLUCOSA(GLU) AMINA (TEA) 

MCl1++ 25 .07 105 

NaCL 154 

NaCL-11 HC03 11 143 

N.~CL-25 JIC03 25 129 

N~CL-45 HC03 45 109 .., 

NaCL-GLU 151.14 

NaCL-GLu-Hco3 . 25.07 126.07 5.56 

N.C\CL-TEA 129.00 25 

N.C\CL-uLU-TEA 126.14 25 5,56 

+LA CONCENTRACIÓN DE CADA COMPONENTE ESTA EXPRESADO EN MILIMOLARIDAD 

(MM) 

*MEDIO MINIMO DE CULTIVO, QUE ADEMAS.DE LO INDICADO CONTENIA: C~CL2 

1.71 MM; PIRUVATO DE SODIO Q,5 MM Y ACIDO LACTICO 20 MM. EL PH SE 
AJUSTO A 7.8 CON NaOH 0.1 M. ·EL PH DE LOS MEDIOS RESTANTES SE 
AJUSTO A 7,6 
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Obtenci6n de los espermatozoides 

Las muestras espermáticas fueron obtenidas de los conductos 

t-- deferentes de cuyos (Cavia ssp), de un peso promedio de 650 g, los 

cuales habían sido previamente anestesiados con pentobarbital s6-

dico (SO mg/kg de peso), administrado por via intraperitoneal. Ya 

anestesiados se les rasur6 la parte abdominal, desde la última 

costi lla hasta la bolsa escrotálica, e inmediatamente después se 

les practicó una incisión cefalopoda l en la línea sagital hasta 

alcanzar la cavidad visceral. Una vez localizados los testículos 

se piocedio a cortar el músculo gobernáculum, que está unido a la 

cola del epidídimo, así como el músculo mesentérico y el cuerpo 

graso en su porción más alejada del testículo, cuiqando de no rom

per los con~uctos def erentes. Estos fueron cortados, por la pre

sión ejercida, al pinzarlos lo más cerca posible de su unión con 

la vesícula seminal y por separado cada conducto, fue ligado muy 

cerca del extremo pinzado, en seguida se colocaron en un matraz 

(de 125 ml) con solución salina a 37°C. Los conductos fueron 

posteriormente disecados, procurando bañarlos constantemente con 

la solución salina a 37°C. Una vez limpios, a los conductos se 

les hizo una incisión, muy cerca del extremo ligado, y por ella se 

introdujo una cánula y se procedi6 a cortar el extremo opuesto del 

conducto, en la uni6n COP el epidfdimo, y los espermatozoides se 

expulsaron fuera del conducto por inyección de 2 ml de solución 

de NaCl 0.154 M (a ,7°C) y las células se colectaron en un tubo 
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de ensayo de vidrio. 

Lavado de los es2ermatozoides 

Los espermatozoides reci~n extraidos se observaron al mi

croscopio de luzf (Fotomicroscopio Carl Zeiss Jena Mod . Docuva l). 

Solamente se utilizaron aquellas muestra s que presentaron un 

aspecto normal, es decir, espermatozoides con buena movilidad 

formando empal~zadas y un escaso nfunero de espermatozoides 

muertos, ~stos se observaban sueltos con · o sin acrosoma e inmóvi

les. Otro parámetro que se utilizó para la selección de las mues

tras, fue el de que presentaran una baja contaminaci6n por otro 

tipo de c~lulas (menor del 0,1%). Las muestras seleccionadas se 

centrifugaron a 60 ,. g en une~ centr!fuga cl1nica (Roto-Uni II) 

durante 4 .. min a tempe r atura ambiente. A los espermatozoides 

provenientes de cada conducto, empaquetados por centrifugación, a 

600 x g por 4 rnin, se l es retir6 el 11'.quido sobrenadante y las 

pastil las fueron resuspendidas en 1 rnl de soluci6n salina (37ºC) 

por conducto. Las suspensiones de espermatozoides se mezclaron y 

centrifugaron en las condiciones arriba mencionadas y la pastilla 

se resuspendió en 1 ml de solución salina por conducto. De esta 

suspen.si6n se tornó una muestra alícuota para determinar su 

concentración espermática, como se describe en seguida . 

Determinación de la · concent r a c i6n de es~ermatozoides 

Para determinar la concentración celular se tomaron 50 µl 

de la suspensión de espermatozoides lavados y se diluyeron 21 
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veces en ' una soluci6n de triton X-100 al 0.1%, en PB S (PBS: 

La mezcla se 

agitó en vórtex y el número de espermatozoides se cont6 utilizando 

una cámara de Neubauer . El cálculo de la concentraci6n de esper

matozoides se hizo por la siguiente fórmula: 

N X D 

H 
= es::ienratozoides en 1. O mm3 . Este valor, 

'multiplicado x 103 =espermatozoides por 1.0 ml 

N NG.rnero de espermatozoides contados dentro de la cuadrícula 

(1 mm2) 

O e Dilución de la muestra 

H= Altura de la cámara de Neubauer 0 .. 1 mm · 

Preincubaci6n de los espermatozoides 

De la suspensión de espermatozoides lavados se tomaron 

muestras alícuotas entre 0.5 y 2 ml y se centrifugaron a 600 x g 

durante 4 min a temperatura ambiente. Los sobrenadantes se 

desecharon, y cada pastilla de espermatozoides fue resuspendida 

en el medio apropiado , para dar una concentr ación de 35 x 106 

espermatozoides/ml y enseguida las muestras se pusieron en un baño 

de agua a 37°C, ba j o atm6sfera de aire. A di·ferentes tiempos de 

iniciada la preincubaci6n se tomaron pequeñas muestras y se 

observaron al microscopio de luz (de BO a 320 x) para valorar 

la movilidad y viabilidad de cada una de las muestras. 



Valoración de la caoacitación de los esoermatozoide s 

A tiempos variables de la preincubación, realizada en las 

condiciones antes mencionadas, se obtuvieron muestra s alfcuotas 
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de 0.3 ml a 0 .5 ml de las suspensiones espermáticas, se centrifu

garon a 600 x g, durante 4 min a tempera tura ambiente. El sobre

nadante de las pastillas fue sustituido por un volumen igual de 

medio MCM. Al hecho de cambiar a los espermatozoides, de su medio 

original de preincubaci6n, al medio MCM, lo referiremos corno 

"transferencia" y a las células las denominaremos espermatozoides 

transfer i dos, Los espermatozoides transferidos al medio MCM fueron 

~e inmediato regresados al 'baño de incubación a 37°C. 

Deterrninaci6n de l ~ r eacción acrosomal (RA) 

a) Valoración cual itativa de la reacción acrosoma l . Esta se 

hizo por observación al microscopio de 14z, por lo general 

dentro de los primeros 15 minutos de transferidos los 

espermatozoide ~ al MCM o a los tiempos en que se indica 

en cada caso particular de la presencia de espermatozoides 

sin acrosoma y con movimiento activado, caracterfsticas 

descritas por Yanagimachi y Usui en 1974. 

b) Valoración cuantitativa de la RA. La valoración cuantita

tiva se real izó por la determinación del porcentaje de 

espermatozo ides carentes de acrosoma , en muestras alfcuo

tas fijadas e n formaldehÍdo al 3% en PBS. Las muestras 

en las que s e valoró cuantitativamente la RA fueron: 
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las suspensiones espermáticas en los medios de preincuba

ci6n, a las que se les denominó espermatozoides sin 

transferir (A y B en las figuras) y en los espermatozoides 

--. transferidos (A' y B' en las figuras), en ambos casos, en 

muestras al1cµotas fijadas de inmediato y otras a los 15 

min de realizada la transferencia. Las muestras que se 

fijaron tanto de espermatozoides sin transferir, como de 

aquellas que s! lo fueron, su porciento de RA se 

valoró de la siguiente manera: 

t RA 
ESA 
NTE X 100. 

t RA =p6rciento de reacci6n acrosomal 

ESA =_número de Espermatozoides · sin 

Acrosoma 

NTE - Número Total de Espermatozoides 

contados 

Esta valoraci6n se hizo de la cuenta de un rn!nimo de 200 

espermatozoides, para ello se utili.z6 una cámara de Neubauer. 

Métodos estad!sticos 

Los resultados fueron sometidos a l a prueba de "t" de 

Student para datos no pareados, se utilizó sólo una cola para da r 

valo~ de la significancia a los resultados. Solamente se dan 

las porciones relevantes del análisis (en las Tablas o en el 

texto). En los resultados se da la media (X)~ la desviación 

estándar (O.E.) y entre par6ntesis el número de experimentos (n). 
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R E S U L T A D O S 

Comportamiento de los es::ierrna tozoides de cuyo durante su incuba

ción en MCM 

En todos los experimentos realizados, se incluyó una muestra 

de espermatozoides incubados en el medio mínimo de cultivo (MCM), 

la cual sirvió como r eferencia de la calidad de la muestra 

ensayada, En ella se valoró el comportamiento general de los 

espermatozoides; movil idad y agrupación, así como el tiempo de 

ocurrencia de la reacción acrosomal, 

El comportamiento de los espermatozoides incubados en MCM 

fue del tipo descrito por otros autores (Yanagimachi y Usui, 1974). 

Es decir, los espermatozoides de cuyo, originalmente en empaliza

das, presentaron muy buena movilidad desde el inicio de la incuba

ción y se m~ntuvieron con un buen movimiento hasta por 2 h, máximo 

tiempo utilizado en este estudio. A los pocos minutos de iniciada 

la incubación; las empalizadas empezaban a agregarse, se unían 

entre sí por sus cabezas y formaban pequeñas rosetas,'que en el 

transcurso del ·tiempo crecíañ en ·tamaño hasta presentarse como 

grumos grandes, Posteriormente se observaba una desagregación, y 

en general a los 60 min de iniciada la incubación podrían observar

se espermatozoides sueltos, áún con acrosoma y un movimiento más 

activo, Esto era especialmente aparente con el inicio de la ex

presión de la reacción acrosomal , que era cuando se presentaban 

espermatozoides carentes de acrosoma cuyo· flagelo se agitaba 

vigorosamente, en forma semejante a la de un látigo. El inicio 

de la reacción acrosomal en nuestras condiciones se observó, en 
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general, entre los 42-70 rnin de iniciada la incubación. Sin em

bargo, existieron muestras t?rdías en las que la RA se presentó 

hasta las dos horas. Además, se observó que en las muestras 

incubadas en MCM el número de espermatozoides muertos aumentaba 

con el tiempo de permanencia en el medio, ésto es, espermatozoides 

con o sin acrosoma i nmóviles. 

Efecto de la 9reincubación en NaCl, sobre el comportamiento de los 

espermatozoides transferidos a MCM 

Vald~s en 1981 informó que los espermatozoides de cuyo, la

vados e incubados (37°C) en NaCl 0.154 M hasta por 1 hora, no se 

alteraban de manera visible ni se capacitaban. 

Para determina el tiemp0 de preincubaci6n en NaCl, adecuado 

para no dañar el comportamiento de los gametos transferidos, se 

· realizaron los experimentos siguientes: 

Las células lavadas y resuspendidas en NaCl a 37ºC durante 

35, 45 y 55 min se inmovilizaron dentro de los primeros 5 min. 

Al transferir los espermatozoides a MCM, después de ?ermanecer 35 

min en i'iaCl, estos recobraron el movimiento de inmediato. En 

cambio, no todas las muestras que permanecieron por 45 min en NaCl 

recuperaron la movilidad al transferirlas a MCM y aquellas tratadas 

por 55 min, por lo general , ya no se reactivaron. 

Efecto de la oreincubación en · NaCl-bicarbonato, sobre el 

comportamiento de l os espermatozoides transferidos a MCM 
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Los espermatozoides layados y preincubados en NaCl con 

bicarbonato (HC0 3 : O, 11, 25 y 45 mM) se inmovilizaron dentro de 

los primeros minutos de su suspensión, 

Transferidos al MCM, después de un periodo de 35 min, rápida

mente readquirieron su movilidad, siendo mejor en aquellos esperma

tozoides que provenfan de NaCl-Hco3 25 mM. La valoración de la 

p~rdida del acrosoma no mostró diferencias significativas, cuando 

se compararon las muestras preincubadas en presencia de bicarbonato , 

con el control sin bicarbonato, ni cuando la cuantificación se 

realizó en l as muestras transferidas al MCM (Fig. 1). En este medio 

la r eacción acrosomal se presentó primero en los espermatozoides 

9ue habfan sido mantenidos~n NaCl-Hco 3 que en aquellos que provenia 

de NaCl. 
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_Fig. l. Efecto de la preincubaci6n en NaCl-HC03 , sobre la pérdida 

del acrosoma de los espermatozoides transferidos a MCM. 

Los espermatozoides de cuyo se preincubaron en solución de 

NaCl-HC03 (HC03 : O, 11, 25 y 45 mM) y a los 35 rnin se 

tomaron muestras al1cuotas de 0.5 ml, se centrifugaron y 

el sobrenadante fue sustituido por MCM. A los 15 min de la 

transferencia se fijaron muestras al1cuotas (A'), sirnu ltá-

neo con esta f ijaci6n se fijaron otras muestras de las 

suspensiones de espermatozoides no transfe~idos (A). La 

p~rdida se valoró en las muestras fijadas. En la figura 

se presenta las X : D.E. (n = 3) de los porcentajes de la 

p~rdida del acrosoma. 
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Ef~cto de la preincubaci6n e n NaCl -HC03-Gl u, sobre el comoortamiento 

de los espermatozoides transferidos a MCM 

Los espermatozoides se preincubaron durante 45 min en: MCM, 

NaCl, NaCl-HC03 (HC03 : 25.05 mM), NaCl-Glu, (glu 5 .56 mM) 

NaCl-Glu-Hco3 (Glu : 5.56 mM; HC03 : 11 y 25 mM). La concentraci6n 

de NaCl la necesaria para completar 154 mM (Tabla 1). Durante los 

primeros minutos de permanencia, los espermatozoides resuspendidos 

en NaCl, NaCl-Glu o NaCl - HC03 , perdieron su movilidad, mientras que 

l os suspendidos en MCM o en NaCl -Glu-HC03 mantuvieron un buen 

movimiento, y el medio que conten~a glucosa ex6gena el movimiento 

celular era de v ibraci6n. 

Despu~s de 4 5 min. de cada sÚspensi6n . espermática, s.e tomo 

una muestra al1cuota, se centrifugo y las c~lulas se resuspendieron 

en MCM. 
t: . 

Los espermatozoides que . proven1an de NaCl, NaCl -Gl u o 
• . . . 

NaCl-HC03 , readquirieron una muy buena movi lidad y presentaron 

un comportamiento muy similar . al mostrado por - l~s espermatozoides 

incubados desde el principio en MCij, 

En los espermatozoides que proven1an de NaCl y NaCl-Glu la 

reacci6n acrosomal se present6 entre los 50 y 70 min, posteriores 

a su transferencia a MCM . Por otra parte, sólo requirieron entre 

20 y 40 min de inc ubación e n MCM, para que l os espermatozoides que 

proven1an de NaCl-HC03 , para expresar la RA, mientras que los 

espermatozoides mantenido s en NaCl - Glu- Hco3 (11 o 25 mM) mostraron 

la RA, dentro de los primeros 5 min de su transferencia a MCM. 
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No hubo diferencia cualitativa ni cuantitativa en la expresión de 

RA, en los espermatozoides tratados en los medios NaCl-Glu-Hco3 

~ con 11 o 25 mM de l!C03 (F ig. 2) . Por último los espermatozoides 

en MCM a 37ºC a los 45 min no .mostraron aún RA, pero al cambiarlos 

a MCM nuevo , si la pre sentaron y esta ocurr i o dentro de los pri

meros 15 minutos. En la Fig. 3 se muestran los resultados, que 

las diferentes condiciones de preincubaci6n tuvieron sobre el 

porcentaje de RA y los valores significativos de la prueba "t" de 

Student en la Tabla 2. Los pH medidos al inicio y al final de la 

preincubaci6n fueron respectivamente: 6,67 y 6.70 para los 

espermatozoides preincubaci6n en NaCl; 6.27 y 6.80 para los 

preincubados en NaCl-Glu; 7.79 y 8,42 los observados en NaCl-HC03 ; 

8.08 y 8.~: para las muestras preincubadas en NaCl-Glu-Hco3 y 

7.80 y 8.4 en los incubados en MCM. 
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Fig. 2. Efecto del bicarbonato en la prein~ubaci6n en NaCl-Glu 

sobre la expresi6n de la RA en los espermatozoides 

transferidos a MCM. Los espermatozoides de cuyo fueron 

mantenidos en solución de .NaCl-Glu (5.56 mm) añadida de 

11 o 25 rnM de NaHco3 , A los 45 min los espermatozoides 

se transfirieron a MCM. De estas suspensiones se 

fijaron dos muestras alicuotas a los O y 15 min de haber 

sido resuspendidos en MCM de los es,ermatozoides trans-

feridos (A' y B') y de los no transferidos (A y B) 

respectivament~ . La fig. muestra los porcentajes de la 

RA expresada como la X! D.E. (n = 3). 
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Fig. 3. Efecto de diferentes condiciones de pre i ncubaci6n , sobre 
« 

el porcentaje de· RA en los espermatozoide$ t ransferidos 

a MCM. 

Los e spermatozoides de cuyo f ueron mantenidos en: NaCl, 

NaCl-Glu (5.56 mM): NaCl-HC0 3 (25 . 07 mm), NaCl-Glu-HC0 3 

y en MCM . En esta serie de experimentos los espermato-

zoides en MCM se mane j aron como las muestras experimenta -

les. Despué s de una estancia de 45 min, en l os medios 

indicados, Los espermatozoides se transfirieron a MCM, 

tanto de l o s espermatozo i de s transferidos como de 

aquellos que no lo fu e r on se fijó, en formaldch1do, 

una mue s tra alicuota (A ' ) y a los 15 min se fijó una 
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segunda mues tra alicuota (B') . Simultáneo a la fijación 

de las mues tras transferidas, se fijaron muestras al1cuo-

tas de la suspensión de es9ermatozoides no transferidos 

(A y B). - + En la Figura se muestran los X - DE y el 

n~mer.o de experimentos, se da entre paréntesis. Los 

valores signi ficativos de la prueba "t" de Student se 

dan en la Tabla 2. 



Ta bla 2. Sumario de l a s diferencias significativas obtenidas de 

la prueba de "t" de Student aplicada a los experimentos 

mostrados en la Fig . 3 

NaC l-Glu-HCO ++ 
3 

NaCl -Glu-HCO ++ . 3 

NaCl -HC03 

NaCl-Glu 

NaCl-HC03 

NaC l-Glu-HC0
3

++ 

NaCl 

0. 0005 

NaCl 

0.0005 

0 . 005 

NaCl -Glu 

0.025 

++ NaCl-Glu-HC03 o MCM 

NaCl-Glu 

0 . 0005 

(B' :B') + 

NaCl-Glu 

0.0005 

0.005 

NaCl-HC0
3 

0.025 

+Entre paréntesis las mue'stras que se comparan 

NaC1-HC03 

0.005 

NaCl-HC0
3 

0.005 

NaCl-Glu-HC0 3 

0. 025 
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Efecto de la sus titución del bicarbonato cor trietanolamina, en el 

medio de preincubación, sob~e la expresión de la reacción acroso-

~ mal en los e~ermatozoidcs transferidos a MCM 

Por la presencia del bicarbonato en los medios de preincuba

ción, NaCl-HC03 y NaCl-Glu-HC03 , los espermatozoides al ser trans

feridos al MCM mostraron la RA en forma más temprana, que los 

tratados en NaCl. 

Para valorar si el efecto del bicarbonato podria deberse a 

su acción amortiguadora, al bicarbonato se le sustituyó por otro 

amortiguador, la trietanolamina (TEA) a la misma concentración, 

25 mM final. 

Los espermatozoides se preincubaron en NaCl-HC03 o en NaCl

TEA, NaCl - Giu-Hco3 o NaCl-Glu-TEA durante 45 min y en seguida se 

pa~ron al medio MCM, donde se continuó su incubación. 

Los espermatozoides suspendidos en los medios NaCl-Hco3 o 

en NaCl-TEA, s e inmovilizaron dentro de los primeros minutos de 

iniciada la preincubación, ,no asi los espermatozoides en NaCl

Glu-Hco3 o NaCl-Glu-TEA, en estos medios los espermatozoides 

conservaron su movilidad durante todo el tiempo que se observaron, 

2 h. 

Los espermatozoides provenientes del medio NaCl-HC03 , en 

MCM recobraron la movilidad en mejor manera que los tratados en 

NaCl-TEA y la RA se presentó en ambas muestras dentro de los 

25-50 min siguientes a su transferencia. Pero en los provenien-
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tes del medio NaCl-1'.t::A la movilidad flagelar d e los espermatozoi -

des con RA era muy pobre . 

Los espermatozoides que se mantuvieron en NaCl-Glu-Hco3 o 

en NaCl·Glu-TEA, al pa sarlos a MCM presentaron la RA den tro de los 

primeros minutos de su trans ferencia, aunque un menor nfimero cuan-

do los espermatozoides provenian del medio NaCl-Glu-TEA. Los da

tos cuantitativos de la pérdida del acrosoma se muestran en l a 

Fig. 4 y el resumen del aná lisis de la prueba de "t" de Student en 

la Tabla 3. 

Los pHs iniciales y finales, valorados durante l a preincuba

ci6n de los espermatozoides fueron los sigu i entes respectivamente: 

en NaC:l-HC03 8.08 y 8. 45; en.NaCl-TEA 8.1.5-8.21; en NaCl-Glu-HC0 3 

8.20 y 8.5G y e n NaC l -Glu -TEA 8.17 y 8.20 . 

En . un experimento los espermatozoides se preincubaron 45 min 

en el medio NaCl-~lu-Hco3 pH 7.0 y NaCl-Glu-TEA pH 7.6. Los pHs 

valorados durante este tiempo fueron: en el primer medio 

7.15 al inici o y al final de 7 .9; en los e sperma tozoides que estu-

v i eron en el medio NaCl -Gl u-TEA sus pH s inicial y final fueron 

8.12 y 8.14, respectivamen te, Transferidos a MCM ambas muestras 

mostraron RA en los primeros 15 min de la transferencia . Nueva-

mente se observ6 un mayor nfimero de espermatozoides con RA y con 

mayor movimiento, en los provenientes del medio que contenia bi-

carbonato. Cabe señala r que, en dos experimentos en los que se 

rea lizó la prcincubaci6n de los espe r ma tozoides en NaCl -G l u-HC0 3 
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por tiempos menores a los descritos, 5 y 20 min , se observaron 

espermatozoides con M, en ambos casos, dentro de los primeros 

15 min de la transferencia a MCM, pero el número de espermatozoi

des con RA fue menor, al observado en los espermatozoides 

preincubados durante 45 min en este mismo medio. 
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F~g. 4. Efecto de sustituci6n del NaHC0 3 por trietanolamina (TEA) 

sobre la expresión de la reacci6r. acrosomal en los 

espermatozoides transferida s a MCM.· Las siguientes solu-

cienes fue ron utilizadas para la preincubacióo de los 

espermatozoides: NaCl-TEA; NaCl-Hco 3 ; NaCl-Glu-TEA y 

NaCl-Glu-Hco
3

. La concentración del HC0 3 o de la TEA fue 

25.07 m.M. Después de 45 min , los espermatozoides se 

centri fuga ron y se resuspendieron en MCM. Se fijaron 
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dos muestras al 1cuotas de los espermatozoides transferidos 

(A ' y B') y simul taneamente de los no transferidos (A y .B), 

a los cero y 15 min de la transferencia . En la figura 3 

se muestran las X+_ O.E del porciento de espermatozoides 

sin acrosoma, e l nG~ero de experimentos se muestra entre 

par€ntesis. Los valores significativos de la prueba "t" 

de Student para estos datos, se dan en la Tabla 3. 
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Tabla 3. Sumario de las diferencias significativas (P) obtenidas 

de la prueba de "t" de Student, aplicada a los 

experimentos de la Fig. 4 

(A' :A')+ 

NaCl-TEA NaCl-HC03 NaCl-Glu-TEA 

NaCl-Glu-HC0 3 0.0005 0.005 0.005 

(d' :B' )+ 

NaCl-TEA NaCl-HC03 NaCl-Glu-TEA 

NaCl-Glu-llC03 0.00 05 O.Q05 0.0005 

(A' :B' )+ 

NaCl-HC03 NaCl -Glu-HC03 NaCl-Glu-TEA 

NaCl-HC03 0.025 

NaCl-Glu-Hco3 0.0005 

NaCl-Glu- 'I'EA 0.025 

+Entre paréntes is las ~uestras que se comparan 
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Efecto de la concentraci6n~e bicarbonato en preincubaciones de 

~or duración ~~re la expresión de la reacción acrosomal de los 

espermato zoid_~s transferidos a MCM 

Hemos indicado que, los espermatozoides que permanecen durante 

45 rain en NaCl y concentraciones variables de bicarbonato, al ser 

transferidos a MCM mostraron en este medio la reacción acrosomal 

en forma más temprana, que los espermatozoides que habian sido 

mantenidos, por el mismo lapso de tiempo, en NaCl sin bicarbonato. 

Los siguientes tres experimentos se efectuaron para conocer 

el efecto que la concentración de bicarbonato pudiera tener, du

rante una preincubación de los espermatozoides por tiempo más 

prolongado , sobre .i. .... expresión de su RA en MCM. 

Los espermato zoides suspendidos en NaCl 154 mM y en 

esta solución más bicarbonato 11, 25 o 45 mM. Se realizó por 

un tiempo variable de 85 a 120 min, tiempo que dependió de la 

presentación de RA, de los espermatozoides incubados en forma. 

paralela en el medio MCM, como control. Es decir, cuando la RA 

fue observada en el control, la preincubaci6n de las muestras 

ensayadas se suspendió y los espermatozoides se transfirieron al 

MCM, donde se continúo su incubación, 

Los espermatozoides en NaCl o en NaCl más bicarbonato, 

presentaron el comportamiento habitual, En MCM, los espermatozoi

des provenientes de NaCl-HC03 recuperaron su movilidad, mientras 

que las muestras :ue habian permanecido en NaCl sólo¡ la 
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readquirieron ocasionalmente, Además, las muestras transferidas 

de NaCl-Hco3 ?resentaron la.RA en los pr imeros minutos de su 

cambio u MCM. La RA no fue igual en todas las muestras; ni el 

n6mero de células que Ja presentaban, ni en las caracterfsticas 

de los espermatozoides con RA, siendo más tfpica en los esperma

tozoides que fueron preincubados en NaCl con 25 mM de bicarbonato. 

Los resultados del porcentaje de la pérdida del acrosoma, se 

muestran en la Fig. 5 y el sumario de los valores significativos, 

del análisis de la prueba de "t" de Student, en la Tabla 4. 
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fig. 5 ~ ~fecto de la concentración de bicarbonato en preincuba-

cienes de mayor duración sobre la expresión de la 

reacción acrosomal de los espermatozoide s transferidos 

a MCM 

Los espermatozoides de cuyo man tenidos a 37ºC y a 

una concentración de 35 x 10 6 célul as/ml en MCM o en 

NaCl 154 rnM o en esta s oluc ión más NaHco
3 

a las 

concentraciones indicadas en la figura . Después de 

mantener a los espermatozoides por tiempos variables 

vease el texto, se tornaron muestras a lfcuotas de los 
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medios utilizados de 0.5 ml, se centrifugaron y la 

pastilla se resuspendi6 en MCM. Se fijaron dos muestras 

al1cuotas, en las condiciones habituales (vease Fig. 2 

o 3) de los espermatozoides t ransferidos (A' y B') y dos 

de los no transferidos (A y B) . En la figura se mues

tran las X ± D E (n = 3) del porciento de espermatozoides 

sin acrosoma, va lorado en las muestras fijadas. Los 

valores significativos de la pru~ba de "t" de Student 

s e muestran en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Sumario de l a s diferenc i as signif i cativas, obtenidas 

de l a prueba de ttt" de Student, aplicada a los 

experimentos de la Fig. 5, 

+Entre par~ntesis l a s mue s tras qu e s e comparan 
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Efecto de la presencia citocalacina B en el med io de la preincu

baci6n y en el de transferencia sobre la reacci6n a crosomal 

Anteriormente hemos indicado que la perma nencia de los 

espermatozoides de cuyo en NaCl-Glu-Hco3 por 45 min , fue un 

tiempo suficiente para que al trans ferirlos a MCM sufrieran la 

reacci6n acrosornal, dentro de los primeros minutos. Pete rson y 

Freund en 1977 informaron que la adici6n de 100 µM de citocala

cina B, a una mues tra de espermatozoides, inhibfa la movilidad y 

la glucólisis en un 50% de la población celular, por inhibir el 

transporte de l a glucosa, 

Con base en lo anterior los espermatozoides s e preincubaron 

a 37°C por 45 min e •• NaCl-Glu-Hco3 , con o sin 100. µM de citocala

cina B. Se observ6 que la droga sólo disminuy6 la movilidad, ya 

que al transferir l os espermatozoides a MCM, la pérdida del 

acrosoma fue muy similar a la mostrada por los espermatozoides 

provenientes del medio carente de citocalacina, Fig. 6. 

Cuando los espermatozoides se mantuvieron por 45 min 

en NaCl-Glu-HC03 y se transfirieron a MCM, con 100 µM de cito 

calacina o MCM sin la droga, se observ6 que por la presencia 

del com?uesto, en el medio de ·transferencia, también se disminuyó 

ligeramente la movilidad espermática; pero la citocalaci na no 

afectó la pérdida del acrosoma, cuando se compar6 con la mostrada 

por los espermatozoides control, Fig, 7. 
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Fig. 6. Efecto de la presencia de la citocalacina B en el medio 

de preincubaci6n sobre la RA. 

Los espermatozoides de cuyo se preincubaron en NaCl-

Glu-Hco 3 o en este medio con 100 ¡;?1 de citocalacina B. 

A los 45 min se tomaron muestras al1cuotas de 0.5 ml, 

se centrifugaron y el sobrenadante fue sustituido por 

MCM. De las muestras es!_Jermáticas transferidas, as1 

como de .as no transferidas, se fijaron muestras ali-

cuotas en las mismas condiciones indicadas en 
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Fig. 2. En la Fig. se muestra la X ~ D.E (n = 3) del 

porcentaje de espermatozo ides sin acrosoma . En las 

muestras tr~nsferidas hubo un incremento significativo 

(P < 0.05) en la pérdida del acrosoma, entre los O y 

15 min valorados. 
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F~g. 7. Efecto de la citocalacina B en el medio de transferencia 

sobre la expresión de la r eacci6n acrosomal. 

Los espermato zoides de cuyo se mantuvieron a 37ºC en 

soluci6n de NaCl-Glu~Hco3 • A los 45 rnin se tomaron 

muestras y se transf iricron a MCM, o a MCM con 100 µM 

de citocalacina B. Simultanearnente tanto de las muestras 

espermáticas transferidas como de las que no lo fueron, 
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se fijaron muest~as alicuotas a los cero y 15 min de la 

transferencia. - + En esta figura se muestra la X - D.E. 

(n = 3) del porcentaje de espermatozoides s in acrosoma. 

Los valores de "P" de la prueba de "t" de Student para 

las muestras fijadas inmediatamente (A') contra las 

fijadas 15 min después de ser transferidas (B') fue 

menor de O.OS, tanto para el control sin cito B, corno 

para el transferido a MCM con cito B. 
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Efecto de la colchicina en el medio de preincubación y en el medio 

de transferencia sobr o l a RA 

El efecto de la colchicina (O, 5 o 50 mM) sobre los esperma

tozoides se probó durante 45 min en NaCl-Glu-Hco3 • 

La movilidad esperm~tica disminuyó en relación directa a la 

concentraci6n de colchicina en el medio y los tratados con 50 mM 

de la droga se inmovilizaron a los 75 min; mientras que en la 

muestra control o con la concentración baja de la droga, las 

células se mantuvieron móviles hasta cuando menos dos horas. 

Al transferir los espermatozoides a MCM, provenientes de los 

3 medios utilizados, la pérdida del acrosoma fue muy similar 

entre ellos (Figura 8). 

Para observar , efecto de la colchicina durante la expresión 

de la re~cción acrosomal, los• espermatozoides se mantuvieron por 

45 min a 37°C en NaCl-Glu-Hco3 y se transfirieron a MCM añadido de 

colchicina (0, 5 o 50 mM). 

La movilidad de los espermatozoides, transferidos al MCM 

con colchicina disminuy6, y en forma más pronunciada en el MCM con 

50 mM de colchicina, inclusive, estos espermatozoides se inmovili

zaron a los 35 min de su transferencia. El porcentaje de esperma

tozoides que perdieron el acrosoma durante la preincubaci6n y en 

la transferencia, no se observ6 diferencias significativas por el 

efecto de la droga a ninguna de las dos concentraciones (5 o 50 mM), 

pero sí entre los espermatozoides transferidos a MCM sin ccilchicina 

a los cero min (A') y los 15 (B') de su transferencia (Fig. 9) 
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Fig. 8. Efecto de la colchicina · sobre la capacitación de los 

espermatozoides de cuyo en el medio NaCl-Glu-Hco3 

Los e s permatozoides se preincubaron e n solución de 

NaCl-Glu-CH0
3 

o en bstc mismo medio añadido d e colchicina 

(5 o 50 mMJ, Después d e 45 min de permanencia en l o s 

med ios se t omaron muestra s alicuotas y se centrifugaron. 

A las pastil las de esperma tozoides, se les sustituyó el 

sobrenadante por la misma cantidad de MCM . Se fijaron 

dos muestras alicuotas, tanto de las muestras transferí-
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das, y simultancamc nt e en la s no transferidas , a los 

cero y 15 min de l~ transferencia. En la figura se 

- + 
muestra la X - D. E. (n = 3) del porcentaje de esper mato-

zoides sin acrosoma. P < O.OS entre las muestras 

fijadas inmed iatamen te después de la transferencia (A') 

contra las fijadas 15 min después (B') y que habian 

sido preincubadas en cualqu iera de los 3 medio s. 
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Fig. 9. Efecto de la colchicina en el medio de l~ transferencia 

sobre la reacción acrosomal de espermatozoides de cuyo. 

Los espermatozoides se mantuvieron durante 45 min en 

solución de NaCl-Glu-Hco
3

, se centrifugaron y el 

sobrenadante fue substituido por la misma cantidad de MCM 

o MCM añadido de colchicina (5 o 50 mM). Se fijaron 

muestras al1cuotas a los cero y 15 min despu~s de la 

transferencia, en la forma- Y a los tiempos en que se 

ind i ca en la Fig. 2. En la figura se muestran los 

resultados relativos a la X: D.E (n = 3) del porciento 

de la pérdida del acrosoma. 
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D I S C U S I O N 

Santos-Sachi y Gordon en 1982 comunicaron que la capacitación 

de los espermatozoides de cuyo ocurría en el medio de Biggers, 

Whitten y Whittinghan (BWW) con albúmina y sin sustratos exógenos. 

Durante la incubación los niveles de ATP intraespermáticos disminu-

yeron, hecho que los autores sugirieron podría inhibir a la Ca-

ATPasa membranal, transportadora de ca lcio, lo cual permitir1a la 

entrada pasiva de calcio del medio de incubación al espermatozoide 

y desencadenaría el proceso de la capacitación. Una disminución 

en los nivele s de ATP durante la capacitación, hab1a sido informa-

da por Rogers y Morton en 1973. La p6rdida del funcionamiento de 

la Ca-ATP durant e la capacitación, se ha asociado con la des-asa 

estabilización de la membrana plasmática del espermatozoide de cuyo 

(en Santos-Sachi y Gordon, 1982), esta Ca-ATPasa la identific6 

Gordon en 1973, en l os espermatozoides epididimales de conejo. Por 

io antes mencionado, se podría pensar que en los espermatozoides 

incubados en solución de NaCl, podrían ocurrir estos mismos 

fenómenos. Sin embargo, Valdés (1981) comunicó que los espermato-

zoides de cuyo incubados en NaCl hasta por dos horas, no se capa-

citan. En nuestras condiciones los espermatozoides de cuyo pre-

incubados en NaCl, tampoco se capacitaron, ésto podr1a deberse a 

que el NaCl no contiene ca 2+ ni capacidad amortiguadora o algún 

otro factor que s~ es te presente en el medio BWW . Sin embargo, 
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con la adición de NaHC03 al NaCl el fen6meno de capacitación, 

observado por Santos-Sachi y Gordon, se produjo. En nuestro medio, 

el de calcio sólo está en forma contaminante (aproximadamente 5 

µM). En 1982 Garbers y cols, informaron que el efecto, por ellos 

observado, del bicarbonato, sobre la elevaci6n de AMP cíclico 

dependiente de calcio; podía deberse a que; el HC03 estimulara la 

captaci6n de calcio o facilitara su unión a sitios moduladores o . 

bien por una acción movilizadora sobre el calcio almacenado en la 

mi.tocondria y como resultado, de cualquiera de estas proposiciones, 

se permitirla el proceso de capacitación. Estas consideraciones 

podr1an también explicar nuestra observación relativa a la necesi

dad de bicarbonato e n el medio y no_ de otro amortiguador, como la 

trietanola11u.na. Sin embargo, Hyne y Garbers en 1981 informaron 

que en el medio MCM amortiguado con trietanolamina la expresión 

de la reacción acrosomal ocurría en forma similar a cuando el medio 

estaba amortiguado con bicarbonato. Esta discrepancia con nuestros 

datos, podría deberse a la presencia de los otros constituyentes 

del medio MCM. 

Cuando al medio NaCl-HC0 3 se le adicionó glucosa, ocurrió 

una disminución del tiempo de capacitación espermática con res

pecto al observado en la incubación en NaCl-HC03 , Tomando en 

consideración la proposici6n de Santos-Sachi y Gordon de que una 

disminución en los niveles de ATP desencadena el proceso de 

capacitación, el efecto de la glucosa sobre la capacitación 
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tendr1a que explicarse, por una mayor disminución, quizá locali-

zada, en los niveles de ATP. Hammersted y Lardy en 1983 informa-

ron que la gluc6lisis en el espermatozoide puede, bajo algunas 

condic iones, tener una producción neta de ATP de cero. Además se 

describió que la reacción acrosomal ocurre en la cabeza del esper-

matozo ide, la cual se encuentra aislada del flágelo, donde la ma-

yor cantidad de energ1a es producida por v1a mitocondrial. Una 

menor producción de ATP por la presencia de la glucosa, podr1a 

acarrear una mayor deficiencia de ATP en la cabeza , con lo cual se 

puede explicar que la capacitación ocurriera. El gasto de ATP po-

dr1a estar asociado al movimiento .activo de vibración, que posee el 

espermatozoide cuando se incuba e~ presencia de glucosa ; la cual 

además de capacitar, ~e ha comunicado que inhibe la expresión de la 

reacción acrosomal (Mújica y Vald~s, 1983) . • 
Otra posible explicación de los resultados,·ser1a la ~e que 

el bicarbonato pudiera estimular la liberación de algunos 

componentes superficiales, cuya separaci6n se piénsa que es parte 

de la capacitación (Brackett y Oliphant, 1975), esta liberación 

podr1a aún ser incrementada por l a presencia de la glucosa . 

Otra alternativa de la acción del bicarbonato seria la de 

participar sobre alguna(s) v1a ( s) metabólica(s ). Se ha informado · 

de la capacidad del HC0 3 de estimular en el espermatozoide de 

jabal1 el metabolismo oxidat ivo, sin alterar apreciablemente la 

gluc6lisis (Murdoch y Davis, 1978). En espermatozoides de 
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carnero, por el contrario, el bicarbonato estimula más a la 

gluc6lis is que a la respiraci611 (Murdoch y White, 1971), mientras 

que en el es~ermatozoide de cone jo se estimulan, tanto la 

glucólisis como la respiración (Murdoch y White, 1968). Además, 

se ha informado la posibilidad de que la carboxilación de compuestos 

de tres átomos de carbono, con la producción de compuestos de 

cuatro carbonos tales como; malato u oxalacetato, los cuales 

podr1an a través del ciclo de Krebs estimular el consumo de 

ox1geno. Este fenómeno parece ocurrir en espermatozoides de 

carnero y de toro (O'Shea y Wales, 1967), pero no en espermatozoi

des de jabal1 (Murdocn y Davis, 1978). Estas observaciones 

sugieren que el bicarbonato actua sobre el metabolismo espermático, 

aunque el ~ itio espe c1f ico de su acción difiera de especie a 

especie. La capacidad del bicarbonato de alterar el - metabolismo 

celular , no está confinada al espermatozoide, sino que también es 

conocido que ejerce un profundo efecto sobre otras celulas de 

rnam1feros y sobre la actividad de algunas enzimas "in vitro", 

tales como: la fosfoenolpiruvato cinasa, la gliceraldehido 3 

fosfatodeshidrogenasa, la carboxi cinasa, la aconitasa, la glucosa-

6-fosfa to dehidrogenasa y !a glucosa-6-fosfato fosforilasa 

:w.coanici y co 1 . , 1 9 1 1 J • 

Murdoch y Davis (1978) sugirieron, basados en el efecto que 

los inhibidores de la fosfodiesterasa o análogos del AMP c1clico 

tienen sobre el metabolismo espermático (Garbers y col., 1973), 

la posibilidad de que exista una relación entre el bicarbonato, 
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los niveles de AMP c1clico y el metabolismo espermático. Recien-

temente se inf.ormó de la necesidad del bicarbonato ?ara que el 

calcio pueda inducir una elevación. de AMP c1clico en los esperma-

tozoides de cuyo (Garbers y col,, 1982), sin embargo, en estos ex-

perimentos no se buscó una relación directa con el metabolismo, 

aunque s1 se observ6 una posible relación entre los niveles de AMP 

cíclico con la capacitación. 

El piruvato~ el lactato (Roger y Yanagimachi, 1975; Rogers 

y col., 1977) y la glucosa (Mújica y Vald~s, 1983) , se han sugerido 

que juegan un p~pel importante en. ~l control de la capacitación y 

de la reacción acrosomal. Es posible pensar que el bicarbonato, 
• 

debido a su efecto s ~ ~ ~e el metabolismo, pueda modular la capacita-

ción y la reacción acrosomal, por controlar el metabolismo de los 
f: 

sustratos antes mencionados, posiblemente, por estimular ~lguna(s) 

de las enzimas anteriormente mencionadas. 

De los datos mostrados en este trabajo pode,¡nos sugerir que la 

solución, NaCl-HC03 (HC03 25 mM), es el medio de incubación más 

simple en el cual los espermatozoides del cuyo pueden capacitarse. 

Por la utilización de este medio "NaCl-HC03" se podría obte

ner más información, tanto de otros iones, corno de sustratos im-

portantes, para los eventos involucrados en los procesos de la 

capacitación, as1 como del posible sitio de acción, del bicarbona-

to, relativo a estas funciones. 

Por otra parte , las citocalacinas, un grupo de antibi6ticos 
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producidos por hongos, se ha mostrado que pueden afectar a proce

sos tales como: la fagocitosis (Dayis y col., 1971), el transporte 

de glucosa (Estensen, 1972) y la secreci6n celular (Williams, 1972). 

Spudich en 1973 mostr6 que la citocalacina B inhibía la polimeri

zación de la actina. Por la utilización de la citocalacina B, para 

dilucidar la posible participación de la actina en los procesos de 

la capacitación y de la reacción acrosornal del espermatozoide de 

cuyo, en este estudio, sin embargo, 50 µg/ml (aprox. 100 µM) en el 

medio de incubación NaCl-Glu-HC03 , 10 veces una concentraci6n de la 

droga que la cantidad que se conoce inhibe la adhesión mayor de 

las amibas (Raudin y Guerrent, 1981), no tuvo efecto sobre la 

capacitación ni sobre la expresión de la reacción acrosomal, pero 

sí, sobre la movi l i~dd espermática. Estos r~sultados podrían 

explicarse de varias formas; por ejemplo: 1) que la actina descri

ta en los espermatozoides de los mamíferos no participara en los 

procesos de capacitación de reacció~ acrosomal 2) que la cantidad 

de citocalacina B usada en nuestros experimentos, no fuera la 

adecuada y 3) que la polimerización de la actina espermática no 

sea afectada por la citocalacina B. Esta observación estaría 

apoyada por lo comunicado por Sanger y Sanger en 1975, de que la 

citocalacina B no inh ibe la polimerización de la actina, durante 

la formación del proceso acrosomal, en los espermatozoides de 

erizo de mar . Sin embargo, hay que recordar que la formación del 

proceso acrosomal o alguna estructura similar, no se ha detectado 
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en los espermatozoides de los mamíferos. 

El efecto de la citocalacina B sobre la movilidad de los 

espermatozoides fue observado anteriormente por Peterson y Freund 

(1977); quienes además encontraron que la inhibici6n de la movi

lidad se debía a una inhibici6n del metabolismo por una disminución 

de la captación de la glucosa por la presencia de la citocalacina 

B (Pet,erson y cols., 1977). Con relación a la tubulina, Guisti y 

Mazzini en 1973 describieron, en el acrosoma de espermatozoides de 

invertebrados infer i ores, microtúbulos constituidos por tubulinas. 

Se ha sugerido de que en los espermatozoides de los mamíferos, 

exista un sistema de microtúbulos lábiles y que por sus caracte-

rl sticas no se hayan identificado, El pa~el que se les ha asignado 

a los microtúbulos, e s el de ~antener la forma acrosomal o además, 

basados en la distribución de la actividad proteolftica acrosomal, 

que parece coincidir con la distribución de los microtúbulos, el 

que ~stos puedan ~articipar durante la capacitación o. durante la 

fertilización (Stambaugh y Srt1 ith 1 1978). En nuestras incubaciones 

de espermatozoides por la presencia de 5 o 50 mM de colchicina, un 

inhibidor de la polimerizaci6n que además, despolimeriza a la 

tubulina "lábi l ", no pudimos-observa r algún efecto, ya fuera sobre 

la capacitación o sobre la expresión de la reacci6n acrosomal. 

Esto posiblemente debido a que los microtúbulos descritos en es

permatozoides de los mamlferos . no participan durante la capacita

ci6n o durant e la rea cc i ón acrosoma l o bien a que las concentra

ciones utilizadas de la droga no haya sido las adecuadas. Sin 
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embargo, pudimos observar que aunque el número de e s permatozoides 

capacitados fue el mismo en ausencia como en la presencia de la 

colchicina, la cinética de aparici6n de espermatozoides sin 

acrosoma, no fue la misma cuando se compararon con los espermato

zoides preincubados en NaCl-Glu-uco3 por 45 min y transferidos a 

MCM contra aquellos que se transfirieron a MCM que contenia 50 mM 

de la droga, lo que nos sugiere que, posiblemente la tubulina 

pudiera participar durante la expresión de la reacción acrosomal, 

permitiendo que ésta se realice de una forma controlada. Esta 

apreciaci6n necesita evidentemente de estudios adicionales, en los 

que se valore el efecto de la colchicina a intervalos más cortos, 

para obtener una cir 6tica "completa de la pérdida del acrosoma. 

El efecto sobre la movilidad espermática inducido por colchi

cin:, se le puede atribui.r a sus metabolitos, ya que se conoce 

que se pueden unir a las membranas (Rodking y col., 1984) y que 

pudieron alterar de a lguna manera el tra~sporte de sustratos, ya 

sea al interior celu l ar o a~entro de la mitocondria. 



e o N e L u s I o N E s 

l. Los espermatozoides d e l cuyo preincubados a 37ºC durante 35 

minen solución de NaCl 0.154 M, no se capacitan, ya q ue al 

transferirlos al medio MCM expresan la reacción acrosomal, 

en un lapso de tiempo igual, a aquéllos que s6lo se 

mantuvieron en MCM, Fig. 1 

2. Es posible sugerir que los espermatozoides tratados durante 
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45 mina 37ºC en NaCl-Hco3 (Hco3, 11, 25 o 40 mM), alcanzan 

alguna(s) etapa(s) de la capacitaci6n, ya que al transferirlos 

al MCM expresan la reacción acrosomal en forma más temprana, 

que aquéllos que sólo se incubaron en MCM. 

3. Los e spermatozo i d e s mantenidos por tiempos prolongados, 

desde 80 min hasta 105 min, en NaCl-HC03 (11, 25 o 45 mM), se 

capacitan; ya que al transferirlos al medio MCM expresaron la 

reacción, dentro de los primeros 15 min de su transferencia. 

La concentración de bicarbonato 25 mM fue la que en estas 

condiciones mostró los mejores resultados, mejor movilidad de 

los espermatozoides y un mayor número de células con reacción 

acrosomal, cuando fueron transferidos al MCM, Fig. 5. 

4. La adición de glucosa (Glu, 5.56 mM), al me dio de preincuba

ci6n NaCl-Hco3 (11 o 25 mM) 1 permite que la movilidad de los 

espermatozoide s se mantenga y además capacitarse en s6lo 45 



min de preincubación ya que la expresión de l a RA se presentó 

dentro de los prineros 15 min de haber sido transferidos al 

MCM, f i guras 2 y 4. 

5. El efecto del Hco3 sobre la capacitación de los esperma t ozoides 

en el medio NaCl-G, no parece ser debida a su acción amorti

guadora, ya que cuando s e le subs tituyó por trietanolamina, 

el número de espermatozoides capa citados fue menor que el ob

servado con HC03 , Fig. 3. 

6. La glucosa, en presencia de HC03 o de trietanolamina, durante 

la preincubación les confiere a los •spermatozoides un mov i 

miento activo de vibración, aunque ligeramente más activo 

con Hco3 que ce - trietanolamina. 

7. La citocalacina a una concentra ción de 100 µM no parece tener 

algún efecto ni sobre la capacitación ni sobre la reacción 

acrosomal, ya que adicionada al medio de preincubación o al 

medio de transferencia, respectivamente, no produjo ningún · 

efecto sobre la reacción acrosomal, valorada en ambos casos en 

MCM, figuras 6 y 7, pero sf negativamente sobre la movilidad. 

8. La colchicina a dos concentraciones, 5 o 50 mM, no influye 

sobre la capacitación de los espermatozoides en el medio 

NaCl-Hco3-G, Fig. 8; pero si negativamente sobre su movilidad 

y su efecto presentó una relaci6n directa a la concentraci6n 

de la droga. 
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9. En los espermatozoides capacitados en el medio NaCl-HC03-G, 

la colchicina a las concentraciones 5 o 50 mM sí pareci6 

tener un efecto sobre la reacci6n acrosomal, en los primeros 

minutos de haber sido transferidos al medio MCM añadido de la 

droga, ya que la pérdida del acrosorna fue significativamente 

diferente (P < O.OS) de la mostrada por el control sin col

chicina; pero, el efecto ya no fue aparente a los 15 min de la 

transferencia, Fig. 9. Esto sugiere que posiblemente la 

colchicina intervenga en la cinética de la reacci6n acrosomal. 
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