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A.- RESUMRN 

Alguno.a de lan funciont:!S fundamcntaleg de.1 espermatozoide 

(transporte a travé"l de los invcatimentos del óvulo, r~acclón 

acrosomal y fertilización) involucran a la membrnna. TambJén 

ha sido demontrado que la velocidad de transporte de iones 

a través de los canales y bombas es regulada por loe cambios 

en el potonclal electroatático por lo que el estudio de 

este parámetro permitirá introducirnos en el áreu de 

la flioquimica de la repr.,ducci6n, así como a lo?s métodos 

do anticoncepci6n masculino. 

El potencial electrostático a travós de ln membrana 

(,O,'() en el espermatozoide humano eyaculndo. f'ue cuantif'icado 

mediante la ncumulaci6n ·de el catión lipof'ílico radiactivo 

trifenilmetilfosfonio ( 3 H-TPMP+) e-n el interior de la membrana. 

Los espermatozoides· previamente lavados y contados 

incubaron en presencia del 3 tt-TPMP+ en los medios denominados 

pobre -K+ y rico-K+ • hasta que se logra el estado de ~quilibrio 

(20 min a 37° C), bajo estas condlcioneo se obtiene un 

4't' '= -69 ± 2 mV. 

Este4't' se modif"ica al variar la temperatura y el pH. 

La acumulac i6n cÍe TPMP+ en los ·medios presumibl~mente 

ix 



es el resulte.do de la acum~l.sci6n a t.ravé-s de In~ nwmb.rarnu:; 

qúe presentnn un pot-enc1al interno negativo. indicando que 

el ó'I' es el resultado dEr la dif'usi6n dnl r.: .... haela ".!l extorior-

de la célula esperm<lti-ca. 

Al aumentar progr-:!!livament.i:t le. cancuntrac16n exterior 

de K ... 1 la acuznulaci6n do TPM:P• disminuye drási:icamente. 

ParQCido comportamiento s-e obe.,rva cuando adicionn. a 

lo::: medio:s ouaba!na~ 

La presel'Jc!a de glucosa en loG medios pobre-K+ y rlco-f(+ 

induce incntmento en la nct.tmulac.i6n del TPtiCP+ por las células. 

La presencia de valinomicina o de Ca++ ~n los medJos 

de incubación provoca eier'to aumento en el 4 'f. 

Estos resultados nos indican que mediante la utili~aei6n 

de es.te agente lipOf'ílico se pueden medir los cambios cuantita

tivos del A't" en el espermato%oide humano eyaculado .. 
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rr.1.- IMPORTANCIA DEL POTENCIAL ELECTRICO OR MEMBff! 

HA EN LA CELULA. 

En el .irea de BloloRÍa de IB Reproducci6n, l~s -

membranas juegan un importante papel en funciones ta-

les como agregación, reacción acrosomal, transport~ -

3 través de los investimentos del óvulo, entre otra~; 

por lo que es de gran importancia estudiar la membro-

na del espermatozoide y los cambien en la estructura

y/o función que acompañan a estos proce~on 17 • 26 • 28 

mediante la valoración del potencial eléctrico trans-

membrana el cual es resultado de la distribución d~ -

lOnes a ambos lados de la membrana. 

En los últimos años se ha encontrado evidencia -

de que el potencial eléctrico a travC~ de la membrana 

( 4~ ), esta íntimamente involucrado en la runción -

de varios tipos de células 14 • 31 . Se ha ~~~~=tr~Gv 

una interacci6n espec!Cica entre act~vidad c~lulnr ~-

aiteraciones en la distribución de iones responsables 

de la generación del potencial 1º• 19 • por lo que, 

cambios en la distribución de iones puede repercutir 

en el comportami~ntn ~!~ct~l~u y por consiguiente 

la actividad biológica de la célula 25 . 

El potencial eléctrico ha sido utilizado 



una variable importnntQ la regulnci6n de lo~ fun--

cienes de lns membranas y3 que es capaz de produclr -

interacciones electrostáticas {a~racciones re pul-

siones) entre un~ y otra célula debido a cambios im--

portantes en la estructuro y configuración ruacromole

cular de los constituyentas de la biomembr~na 31 

existiendo la posibilidad de qua mediante el estudio-

del A~ se pueden ''r~gular'' estas funciones celula-

res 4 (Tabla l}. 

De ahí el interés de que algunos autores han r~-

portado cambios en las propiedades eléctricas de la -

membrana plasmática dal espermatozoide durante su de

sarrol1o. (maduraci6n y transporte epidid!mario) 21 • 3º. 
así fertilización 21 •

27 
y capacitaci6n19 • 21 

Al introducirse en el e&tudio de los cambios 

eléctricos producidos en la membrana del espermato--

zoide, oa necesario un panorama general. 

IX.2.- EL ESPERMATOZOIDE HUMANO. 

El uso. del microscopio electrónico y la aplica-

ci6n de modernos métodos de tinción permitió determi

nar la morfolo~!a del espermatozoide humano 13 • Esta 

célula sexual manculina es considerada como una de 

las mñs diferenciadas del oraanismo. (Figura l). Lo~ 

espermatozoides se producen durante el transcurso de 



Tia.A 1.- RELACION KNTR& ACTIVIDAD CELULAR Y POTENCIAi. DV.. J(KMBRANA 

TIPO CELULAR 

Chorolla vulga

rta13 

Spz de Toro29 

Spz. da JabaH19 

Células Blan

cos31 

C6lulo.s Nervio

sasl ,20 

t.evadurn3 

Granuloci tos
14 

ACT!V'IOAO CELULAR Ré":SPUf;STA CELULAR 

Tr'knsporte e lec tr~ 0'3Gpolar l u1c lón 

génico 

In!'luenciil cntió- Hiperpoi11rlz11c16n 

nica en movilidad 

Cambios producidos Despolarización 

por aner.itésicos 12. 

cales 

E:fecto de hormonas Hipe:-~olariza.ci6n 

Ef'ectO. de toxino. - Hipe.rpolnrizac t.ón 

tetánica 

Efecto de metabo-

11.umo dfl glucosa 

Caracteristicas - Despolariz:aci6n 

sobre toma. de ca-

ti6n 

Cambios que an'te- Hipar /Denpol ar i z:ac ión 

m_etab611.ea 
1 



CABE.ZA 

PIEZA MEDIA 

M.;:r..br~Jn:.i. :X t.e-rna _,,·ro'.;o,•-, l 
C'ontcnidc:i ·J~l nc~os1.,o•.a 

~~mbrarH.l u1t...:r·na a..:r•.J!;<:ir13! 

::nvo l turn nuc i 1•ur 

IJúclev 

Anll '.o 

' '------------------·- ---·--·--- -- -·~·~<- , ___ ---.f 

FIGURA t.- itepresentac1ón esqw .. •mát1ca d~ la:5 pilrtes f~'~¡, ~sp~rn~ 

tozoide hutn<Jno8 • 



un procuoo do diferar1ciacJ6r1 c~lulur 11Uffiil•Jo ··~~r1~1·-

matog~nnsis'' en lou teGtlcuJoa. los cu~lt111 eRt~n 

permutozoidc~ ~011 warfol6gicn y me~ab61icamPnte in~o-

duron. con drficle11te ma~ill•iad y cin capaciJ:1d fcr

tilizante12•23•30. 

Los cspermato:oide5 una vez quo han terminado ~u 

dosarrollo cont!nOan su trayectoria por el cpldfd1mo, 

el cual un conducto largo altamente enrrollndo al 

cual se le diatinguen tras regiones: cabeza, cuerpo y 

cola: este conducto proporcton~ un modio a~bJente 

adecuado para la supervivencia y desarrollo del espe~ 

matozoido. Durante el transcurso de estas célul3s 

por el epidídimo se incluye su madurnci6n 22 • 23 , en la 

cual se involucran cambio3 morfológicoG, fisiológico~ 

y. bioquimicos, tales como! ln adquisición de la hnb1-

lldRd fr.rtiliznnte 21 
•
27

, cambiai.; en lu L.i.oqu!mica de 

la utilizaci6n de sustrato13 • 19 y deaarrollo de moví

lidad17•19•21•25. Todos estoo cambios implican impo~ 

tantea alteraciones en la estructurn de ta memb~ana -

del espermatozoide7 • 21 • (Tabla 2). 

Durante la eyaculación, el espermatozoide expe-

rimenta profundos e irrevers1bles cambios bioquímicos 

como resultado del contacto con el plasma semlna1 12 • 
13,22,23 
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TABLA 2.- ALGUNOS CAMBIOS EN N&MBRAHA PLASMATICA DE 

ESPERMATOZOIDE DURANTE LA NADURACION 3º. 

FENOMENO SITIO 

Adsorción de antígeno, gllcoproteins.3 1 Testículo 

j ácido sialico y otros. 

Cambios en la. cnrga negativa nata du 

de superf"icie. 

Cambios en la diat.ribuci6n del patrón 

de partículas intramf!rnbranosas. 

Cambios en actividad de ATPesa de -

superf'icie. 

Cambios en composición lipídico e in-

'tegridad .. 

Reducción de grupoti SH de superf'ici e. 

Posible adsorción o integración de -

carnitina. acetilcarnitina. gliceri.!, 

1-f'os~orilC:oli~ y l:ipidos .. 

1 

'l'e!lt fculo-epid {dimo 

Epi didimo 

Vasos deferentes 

Epi dídimo 

Epi didimo 

Testlc.ulo-.,,pl.didimo 

EP,ididimo 

Epi dídimo 



Durante uu puao a través del tracto r~pr·oductor-

Cemenino para llegar a fertilizar al óvulo, el esper-

matozoldo d~snrrollarñ 

ae a lns variaciones del medio ambiente quo le propor 

cionnn las diferentes ~onaG dul tracto femenino y en-

donde requerirá de ln prcsencln de un sl:Jtemn da trEJr?! 

porte muy preci~o y re&uludo en la membrana espermñt! 

. ca2,24,28. 

IX.3.- MEMBRANA CELULAR. (Algunan caracteristican). 

Lo anterior nos llova o recordar que ln& membra-

celulares sirven como bnrrcran estructurnle5, las 

cuales. separnn compartimientos acuosos de composi---

ci6n vorinble y juegan un papel importante casi t2_ 

do fenómeno celular: intercambio ~e ln célula 

medio ambiente, transducci6n de energía, transporte -

activo, interacción hormonal, conducción de impulsas

nerviasos, etc. 5 • 26 . La participación de la membrana 

estos procesos biológicos dP.spertaron el interés -

de los cientificos que les llevó a determinar el lla-

mado 1'Modelo del Mosaico Flu!do'', el cunl Cu¿ pre~cn-

tado para toda membrana biológica. {Figura 2). 

Las membranas son anociacionea lipo-protéicns 

donde estos componentes Corman una delgada !~mina y -

en li:! qu~ te:mb1 ~n pueden estAr presentes carbohidratos. 

8 



Colesterol 

L{pidoe anf'ipát:tc-.os 

Carbohidratos . 
"i 

Proteínas t 

i 
1 

FIGURA 2.- Modelo de Sir.ger y Nicolson26 • 



El modelo de la membrana prosiu~sto por StnRrr y-

Nicolson, presenta doblr cnpa d~ lipidos del ~Jpo 

onClo5tico, ndem6s del colenterol y se proponen dos -

catogor!as de proteina". 

Las proteínas intcgralcn o intrínsecas penetran-

los ltpidos, donde las c~dcnas laterales de los 

aminoácidos no polares concentran principalmen~c -

~n la aupcrricie de la molécula protJica formAndose -

interacciones hidrofóbicas con las cadenas de ácidos-

grasos de los lípidos. Tambtén poseen res~üuu~ d~ 

minoácidoo hidrofílicos en parte de nu sup~rficie, lo 

cual les permite sobresalir más allá de la doble capa 

lipídica con la posibilidad de efectuar interacciones 

con suacancias hidrosolubles (iones, ~ustrato de bajo 

peso molecular, hormonas. etc.) en la superficie de -

la membrana. 

Las proceínas periféricas o extrínsecas esrán a-

&ociadas con la membrana por enlaces electrostáticos-

débiles, ya sea a los grupos hidrofílicos de los líp! 

dos o con más frecuencia a lau porciones hidrofilicas 

de las proteínas intrínsecas sobresalientes de la do

ble capa 5 • 26 

Las protetnas presentan grupos SH, los cuales 

son importantes en la estructura y función de la mem

brana24 •28 ya que intervienen en la regulación metab2 

10 



licu particularmcnt~ en el transporto i6nico y r~c0n2 

cimit!nto de antíg·~n•1lS,.tG ~.!ncontr!Jr,dr_;~~· u11a fnr.;r,¡.,¡ -

relac16n con el porciontc d~ g1·~1109 polnrc3 y no ~'11~ 

res presentes en la membrana~• 3 •~. (Figuru 3). 

II.4.- POTENCIAL DE MeMBRANA V M~TODOS PARA SU OETE~ 

MINAC:ION. 

El A'1' en sistema 
"; 

nervioso, eritrocitos. :¡ bacteria • 

1º• 14
•
29

, presenta una caracterización en térmi_nos de dos compo-

nentes: uno determinado por la naturaleza electrogCn1cu de la -

ATPasa (Na+-K+), y el otro de acuerdo nl gradi~nte dP. 

concentración de iónes existente~ d~scrito por la 

nea de cualquiera de estos dos componentos, di~us1ón-

o bomba electroginica puede producir cnmbtos en el 

ll'!' 31 

La medida del á~ en célulaa aisladas ha sido a~ 

pllamente estudlado por una variedad de métodos. (Ta-

b la 3). 

lización da microelcctr6dos; es~a considerado un mEtg 

do altamente cuantitativo, pero presenta dificultad -

en células pequeñas (.l-12 ,µm) y que puede provocar rug 

tura de 13 membrana plasmatica al momento de insertar 

el microelectrodo provocando una salida l.Ónicn 2cvera 

11 



EXPOLARIZACION 
oeSPOLARIZACION 

• ~:.'·=.·:,-::··;··.·:., .. +:_··.'.·.' .. :.· : .... =.'.:~~.· :.·.· ~.·_:.:.·.·,: :sxT;!¡C~l~U~A;~. F~UIÜ 
_. ;:.~:.:_ ... ;_:.-:.:,..:.:,,_;:_: 

~t 
l 

HIPERPOLMtIZAC!CN 

: __ ¡ ~j:~1~ ~ -~¡ ~ ~.~¡} ¡ f ~: . 

~ 
;::)t(1i;t\~\ :~.~~~~;~.;~;~) 
ELECTROMETAMORFOS IS ELECTROMORFOST AS 1 S ELEC'fROMETAMUHPOSIS 

FIGURA 3.- Posible efecto del campo eléctrLco tranGmembrana 

sobre la configuración de proteínas de membrana
31

• 

ConCiguración proteica: est:r-uctura actividad biológica 

dípodos campo elti-ctrico. 
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TABLA 3.- METOOOS PAHA DETERMINAR KL PU'fENClAt. DE MKM

BRANA CELULAR. 

TIPO CELULAR 

Linfocitos9 

Algo. Verde
13 

Célula Alven

lar10 

Cranulocitos
14 

1 20 

l 
Sineptos:mas 

Levadura 

Spz de Toro29 

Huevos de Eri

zo de Mar
27 

Terminales Ner:. 

viosaa 1 

Spz de Jabal1:
19 

Spz de Conejo 

y Humano16 

1-Spz de Humano~ 7 

Spz Humano24 •28 

HETODO 

Ión lipofílico 

Ion lipofi lico 

Ion lipoff.lico 

Ion lipofilico 

ron lipofilico 

Ion lipofilico 

Microelectrodo 

Microelectrodo 

Fluorescencia 

Fluorescencia 

Fluorescencia 

Fluorescencia 

Polarografía 
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POTEaCIAL DE MEMBRANA 

56.5 ' l.3 mV 

-135 mV 

-62.9 ~ 4 mV 

-2G.7 mV 

-ou a -óO rr.V 

-?5 mV 

-5.5 mV 

-8 a -15 mV 

l90:;.24uAxt08 spz 



por lo que lo~ valor1!D úbtenido~ por PSLe m~todo non

inciertos2•304' 11. 

todo esta fundamentado para valoren cuontitaLivo~ d~l 

pero se cuestiona aplicución en Ja dctcrmi-

nación al 05tado-estable de lo c6lulu ya que es~u té~ 

nica altera la fisiotogio d~ 13 c2lul¡tlO,l 9 , 27 

técnica electroanalitica qu~ tumbi~n tiene rep0rtodo-

estudios en la determinación del d'f1. lla sido poco -

estudiado pQr la dificultad que pr~o~nta lo correcta

interpretaci6n de los resultados 2 J•
28 

del ~'f' debido a ln distribuc l6n o. tr::r.vl::: de ¡o. ,¡:..:111-

brana de iones radiact1vos como: cloro ( 36ci-) 9 •
27

, -

sulfocianuro (SCN-) 27 , tetrnfenilfonfonio ( 3 H-TPP+) 3 ' 

13 • 2 º• 27 y trifenílmetilrosfonio ( 3 H-TPMP~j 9 ' 1 º• 14 • 

II.5.- ACUMULACION DEL CATION LIPOFILICO TRIFENILME

TILFOSFONIO COMO UNA MEDIDA PARA ~T. POTEMC!~L 

DE MEMBRNA. 

Iones lipofíllcoa no fisiológicos (TPP+ y TPMP+) 

han sido usados para determ.lnar- e:: Ai't' en membra:i:l!;. y 

organelos celulares, demostrando con membranas ar~irl 

~!3le= qUQ ~~tos l~ne~ penet~an en forma iónica 13 • 

14 



Estos ione3 penetran en forma poaiva A trav~~ 

de la membrana plasmática distribuy6ndo~e dontro de -

la c6lula y aoluci~n exterior de acuordo a la d!Cero~ 

cia de potencial el6ctrico, observando un comporta---

miento lin~al. El promedio de arluencia del catión -

es directamente dopend!<:tnte sobre el c1.1' y puede ser-

seguido en minutosª 

En baso a lo anterior el .do/ puede ser calculado 

de acuerdo a la proporción de distribución del catión 

lipof!lico lo que correspondo a la diferencia de po--

tencial eléctrico austitu!do en la ecuncJón de 

Nernst 5 • 1 º• 13 • 14 ; representada en la siguiente rorma: 

fTPMP+]corregido 
A'f' = - _:~!'_!_ ln b dentro 

Z F 
rTPMP+], 
~ .. u era 

Donde: 

d~ = Potencial el~ctrico transmembrsna. 

R • Constante universal de los q~~·~. 

T ~ Temperatura absoluta. 

Z • Nümero de cargas de le moldcula del soluto. 

F = Constante de Foroday. 

~PMPj Corregido 
dentro 

ITPMP;¡ • L: J :i.uere 

~ Concentración intracelular del 

catión lipof!lico. 

Concentración extracelulQr del ca---

tión lipofil.ico. 
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II.6.- HFKCTO DE ALGUNOS AGENTES ~H EL POTENCIAL DR 

MEMBRANA. 

La acumulaci6n del catión lipof!lico no es p~oc~ 

so simple que t3n solo dependa del A~ debo consi-

derarsc si aJP,unos ~geotcs uon adlcionndos e~tracclu-

larme1lte que puedan arectar dicha acumulaci6n y la PE 

aible toma por compartim1entos intrae~lulnrer. fm1try-

condria principolmcntc) 9 • 10 • 29 • Sin embargo la ~xpe-

riencla indica q~u el eCecto de organelo5 o udoorci6n 

tnesp~ciricn no falsiricará loa recultados del A~ 

por tan solo unos mJlivolts {20 a JO mV) 13 . (Tabla 4). 

Es reconoe1da l~ cxlcte11c1a del transporte de 

los iónes Na+ y K+ a través de la membrana plasmática. 

este trannporte activo es esencial para el manteni---

miento del gradiente de concentrnclón de dichos iónes, 

por lo que el erecto de estos cationes sobre la acum~ 

oumdroente importante. 

Se han hecho estudios sobr~ }q inrluencia de K+ 

extracelular, debido o que tiene baja permeabilidad -

en membrana citoplasmática siendo relativamente impe~ 

meable 9 • Variaciones en la concentración de este ion 

y m~nteniendo la osmolartdad constante. oe produce -

16 



TABLA 4 .. - EFECTO DE' VARIOS l.NHlBLOORKS E IONOFOROS SOBRE LA 

ACUJCULACION AL EST~E'STADLK DE TPMP+ POR CE'LULAS 

ALVE'OLARES4' 10 .. 

TRATAMIENTO % CELULAS ASOCIADAS TPMP'" 
5 cnin 30 min 

Control 100 
1 

100 

KCN (2 nM) 107 ::. a ¡ 38 ± 15 

OUabaína Cl nM) 78 ± 10 

' 
63 ! 7 

Valinomicina (2 uM1 29 ±. 4 ¡ l .!. 8 

Calcio A23187 ( 100 ug/tnl) e::. s -

17 
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dcspoluri2aclón ~n dondP el A~ e~ tU•!rte1~~11•~ d~p·:n
l. 9. 

di.ente sobre el grndi~nte de concc11trncí6r: e!~~ ¡.; + 

10,29 

Pnra el Nn .. , sin embargo, todaví.::i no 1!8 blf<n ca-

nocida funcii'.">n en l::i ñctcrmin31:: lón d'!l ll't' . Sf> s~ 

be que puede penetrar nl intdrior de la cilulo 1ndc--

pendientemente del transporto de 3UGtr1,to y 3C~iv;1r -

la ATPasa; asi como el ser ind1npcnaable la movtll 

dnd del cnpermn~ozcid~l,l0, 29 

Puesto que la generación de los gradientes d~ 

ca podrian ser debido a la acción de la enzi~n 

ATPaoa{Na•-K•J. se han hechG estudio~ ~n difcrcnt~u -

tipos celulareo aobr~ el efecto de lR ouabRina t•l-

mantenimiento de el gradíentu dr cuticentración de 

iones y n~1 pooible relación con el valor de d~ 

Se ha determinado q11e la ouabainn (~lucósido e~~ 

diaco qu~ inhibe d~pec[ficamcntP la acción de l~ 

ATPaua • inhibe la actividad de ln bomb~ (Na~-K~). 

disminuyendo ln nfluencia del 1on K-

La concentración de glucone presente en diferen-

tes fluidon biológicos asagura un adecuado apoyo mete 

bélico para ln5 células, yn que es el sustrato del me 

18 



tabolismo d~ carbohidratos en laa c6lulas viv~G 1 • 2 • 

En becteriaa, c6lulas intestinales y célulon ne~ 

viosas se ha propuesto mecanismo de .trannporto r;a-

r& la glucosa, ~1 cunl es atribuido a prote[nau d~ \u 

membrana llam&das trnslocadores que median u1l entrado 

a la célula. tstc mecanismo requiere de gasto de 

~06rgta y presencia de Nn+. 

El interbs· en la glucosa. ae debo a que lq e9t1-

mulnci6n metab6ltca por adición du un sustrato par~ -

la glicólisis o matnbollamo oxidntivo incrementa el 

ll 'I' 19. 

En la membrana existen sistemas enzimiticon qu~-

ri~on lmportant~s !unciones celular~s~ en~rtt lan que

ancuentra el transporte de iones Na• y v• 

Los antib16ticos hon sido utilizadoa en c6l11lao-

bacterianos pare estudiar ~l intorcnmbio i6ni~o ~ tr~ 

v6s de la membrana c~lulnr. 

La vallnomicina, antibiótico que penetra n tra--

v6s de 1a Craeci6n lipidica d~ la membrnnu plnamaticn 

y mitocondril!ll 4';tO cae~ t:odns la.o células~ ''at:r~pa" e~ 

pont&nea y reversiblemente tonca K• en su eG~1uct•1r~-

qu{~lea. por lo que una pequeña cantidad Ue volinomi

cina pu~de transportar ~randcs cantidades de K+ a tr~ 

v~s da la membrana y equilibrar las concentracion~s -

19 



lntra y extrucelular de iste ion 1º• 19 . 

La adición de valir1omicinn u una suspenu16n d~ -

mitocondrias medio qu~ contt~ne K+, produce fl~ 

jo del ion a nivel de membrdr1u, a5Í ~o~o el 1ricrcrnen

to de la permeabilidud·paru otroG lones (Na•, Cl-l 1º• 
19 afectando el A't' , y llegando 2 

<!. cu abolición . 

Ha sido demostrado que la velocidad de trannpor-

te de lonen a trav~s de los c~nales y bombao es rqgu-

lada ·por los cambios el ..1'f • Ecta propied~d de -

las membrana~ ea de interés p~ra ln membrnnn ozpermé-

tica, debido a 13 posibilidad de que cambi.os ~n el J't' 

de esta célula ~odrian afecta~ al trnnoporte 

proceso~ de capacitoc16t1 y rcacc~6~ ~c~ouomul en ~~ -

e 
espermatozoide"'. 

Estudios sobre el Ca~- p~rmitJcron G~O•!r que es-

ion con f~cil pcnetrab1:1aad celul&rlC y nu pr~c~2 

cia Cavor~~e la nctiv1dad d~ la bt!lba clectrogfnic~~. 
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IZI.- M A T g H l A L H E T O D O S 



III.1.- MATERIAL 

Ill.l.a.- REACTIVOS. 

Cloruru J~ ~od10 1;.11:;: 

Tria (hidroximetilnmaniol m~tano llCI o.o~ 

Fosrato de sodio dibáGjco 

Fosfato de 80dio monobúsico 

Cloruro de mngncaio 

Piruvato de sodio 

Glucosa 

Cloruro de potusio 

Tris (hidroximetilamonioJ 

Fos!'ato 

Foi:::f'nto 

Cloruro 

P1ruvato 

Glucas& 

pH 

de 

de 

de 

de 

potasio dibásico 

potasio monot..ás1r:o 

magnesio 

potasio 

0.0025 

ñ.0025 

~).003 

0.003 

o.o3 

HC J O. <l.'7 

M 

M 

M 

:;.0025 t.!! 

Q~0025 M 

•J. 003 M 

O. 003 M 

0.03 

1.-4 



Bromuro de trifenil-

metilfaofonio trttt! 

do 110 )!M 

Actividad específica 2.5 Ci/mmol 

- 14c-aorb!.tol 0.05 }'Ci 

Actividad especifica 28~ mCi/mmol 

- Solueno-350 250 JJl 

- 3H20 0.1 )JCi 

Actividad específica 250 }'Ci/g 

113 mM 

113 mM 

- Colina 113 !:'IM 

- Ouabaina 113 mM 

10UX1C-6 M 

200 " M 

500 " M 

- Glucosa 10 mM 

20 

JV 

- 'JulinOmicina 10 l':'IM 

m:.1. 

Los reactivos de grado analítico fueron obteni--

dos de Radiochemical Centre, New England Nuclear Che-

mlcals, Sigma Chemical Co,. E. Merk. 
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111.l.b.- EQUtPO. 

Espectrofot6metro de C~nLellcu ~iquido ~il~kard-Tri 

Carb, modelo 3390. 

!Il.l.c.- MATERIAL BIOLOGICO. 

Para la realización del presente eatudio, &e 11L! 

lizaron muestra3 de s~men humRnn r~ci~n ~ynculado, o~ 

tenido de donaUor·.H; nornales y fértiles con abntini:.·n-

cia sexual de por lo menos tre~ dln~ previo~ n la re-

~oleccl6n de la muestra. 

La spz fueron sepnrado~ del plaaaa seminal por -

centri(ugación durante 20 min a 2800 rpm. Bl paquete 

celular resultante fué res~spend~dc ~n un medio prn-

puesto por Pcterson y Freud 1 19 y centrifugado a 

1000 x g durante 10 ~in. Este lavado se repit~ dos -

veces m6s con el objeto d~ ~liminar ~razas del pl3s~a 

seminal~ 

ITI.2.- M&Tonos 

III.2.~.- DETERMINACIOH DEL ttUMEHO DE ESPERMATOZOIO&S 

El na~ero de spz se detcr~inó po~ el ~~coao del-

hematocitómet~o. Este método consiste en aspirar con 

una micropipeta para leucoc~tos. la suspensión de spz 

na~t~ ~~ ~~r-~ de O.S y completar hunta 11 con el 

dio de Peterson y Freud •• se agita :ir~emente con -



nl fin de homogttnizar la 3U~p~nsiln y se d~s~ch3n la~ 

tres primeras gota~ untes d~ llennr la cimara de 

Neubauer; dejar pasnr 10 m1n con el objeto de que las 

c4lulas aedimenten, A continuación se coloca la cám~ 

roan la platina del microscopio 6ptico y Ge localizo 

lo cuadricula. se procede a contar los spz que ae en-

cuentren en loa cuadros de los vérticen y on el ~en-

tral. El número de célulao ne sumen y el resultado -

se multiplica por 20. que ~~ el factor d~ diluci6n ~m 

pleada, por 5 que corresponde ~ la quinta parte de la 

cuadrículn y por 10 0 000 que en el volumen de la cáma

ra; obteniendo el número de spz expresado en millone~ 

ml de la suspensión celular. 

I!I.2.b.- DETERMINACION DE LA VIABILIDAD. 

La viabilidad de los sp: se determinó por el mé

todo de exclusión trypan. 

Se tomaron 50 }J~ du l<s SU$~cr.i;,!.¿r, de .:;p:: :i l'=ls -

que se adicionaron 25 pl del colorante azul trypan, y 

incubaron a 37ºC por 5 rnin. 

Posteriormente s~ valora la viabilidad de los 

spz mediante la observación el microscopl~ de las ci-

III.2.c.- OETERMINAClON DE LA MOVILIDAD. 



l~ movilidJd de los sp~ fu~ vnlcradi1 n temporat~ 

ambiente rn~diantc lB observa~ión al m1croacopJD 

dentro de lau dos primeras hor~s d~ recolccci6n. Se-

colocan 25 pl de FH~*"'!Pn :o;otH't! un port.n y !.>c.• le r¡óbrepg. 

ne el cubrcobjetan, evaluando la movJlid~d de lnG sp~ 

III.2.d.- ACUMULACION OF T~WP • 

Los spz fueron resuupendidoa. contados y aju~ta

dos a io8 sp~/ml con el medio Peterson-rreud r. 

Altcuotaa de eGto nuspensión cont~niendo 2xlo7 

spz, se centrirugaron a 1000 x g durante 10 min. La-

mitad de las mueutras de spz a~í obtenidan se ~eeu~--

pendieron en lOO pl del med10 Peterson-Freud I. a eE

ta solución se le denominó medio hpobr~-K• 11 ; lau mue~ 

tras de sp:t restantes se resuependieron en 100 ;il del 

medio Petcrnon-Freud II. a esta solución se le denoml 

n6 medio ''rico-K+, •• 

Ambos medios rueron pr~µüradoo paro ~ontener 

una concentración de 110 .)lM eon una activ! 

_dad especiriea de 2.5 Ci/mmol y 
14c-sorbitol a una 

coneentraei~n de 0.05_.oCi con una actividad eapecífi-

de 285 mCi/mmol. 

Los tubos Cuoron incubados a 37PC durante 20 min 

con agitación constante, enseguid~ Cueron ccntriCuga-

dos a 5000 x g durante 2 ruin. El sobrenadante ae 
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descarto y los spz se lavnron con el medio correcpon-

diente .. 

LQS spz se dioolvieron durante 8 hrs ~n 250pl -

de solueno-350 y ae cuanti.Cic6 la rndiactividnd en un 

eapectroCot6metro da centelleo liquido. 

Los cálculos parn la cuantificación del A'f se -

obtuvieron a pnrtir de la acumulación del TPHP+ en el 

spz. corregido por la cantidad do TPMP~ atrapado 

el espacio intercolulnr 0 medianto la cantidad de 

14c-sorbitol medida en cada muestra. transformado 

valores de concentraci6n utilizando el volumen inpra

celular (mán adelante es descrito) .. 

Este valor es utilizado para calcular el .!l'f" 

usando la ecuación de·Nernst de la Corma descrita: 

[
TPMP•Jcorregido 

.1'1' = - RT/ZF ln dentro 

&PM.P+] fuera 

III.2.e .. - DETERMINACION DEL VOLUMEN INTRACELULAR .. 

Los tubos 1:onteniendo 2xl07 op~, resuapendie-

en 100~1 de los medioa ''pobre-K~" y ''rico-K•, ... 

Ambos medios contlunon 0.1 J'C1. dtt 3 u 2 u una actt.Vi 

dad espec!t"ica de 250 ,JJCi/g y 0.005 pCi dt'.I 14C-sorbi-

tol con una actividad ospecíClca de 285 mCi/mmol, 

siendo incubados a 37°C durante 20 min 0 lnmediatamen-
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te se centrifugaron a 5000 x g por 1 min. El sobren! 

dante se dencart6 y las ~pz 50luhllizaron con 200 

~1 de aolueno-350 durante 8 hrs n temperatura umbien-

te y se cuanllficó la radiocLivtdad en un eapecLrofo-

tómetro de centelleo líquido. 

Para obtener los valoreo de volumen intracelular 

requirió de las siguientes f6rmulnn. 

E~14 c en el cannl del 14 c 
100 

OPM3H • CPM en el canal 3H - (Er
14

c en el ca.na! 3H) (DPM14c) 

Er3 en el canal 3H 
100 

IIr.3.- CONDICIONKS &XPERIMEHTALKS. 

ACUMULACION DE TPM?~. 

La incorporación de TPMP~ en la membrana del spz 

lleva a cabo en loo medios ''pobre-K•,, y ''rico-K••1 , 

Ambos medios fueron preparados para contener 3 tt-TPMP+ 

concentración de 110 J-1M con una activida.d espe

ctrica de 2.5 Ci/mmol y 0.05 mCi de 14c-sorbitol can-

una actividad específica de 285·mCi/mmol. 

II!.3.a.- EFECTO DEL TIEMPO SOBRE LA ACUMULACION DE 
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Los tubos fueron incubadou a 37°C n difercntus -

t~empos: 5,10,20 y 60 min. 

III.3.b.- EFECTO DEL NUMERO DE ESPERMATOZOIDES SOBRE 

LA ACUMULACION DE TPMP 6
• 

Loe tubos fueron incubados a 37~c durante 20 min 

cambiando en forma creciente el número de epz: 10 0 20 

y 30 x l0 6 spz. 

ltI.3.c.- EFECTO DE LA COHCENTRACION DE TPMP+ SOBRE 

LA ACUMULACION DEL MISMO ION. 

Los tubos fueron incubados a 37ºC duronte 20 min 

y variando la concentración del TPMP+: 25,50,lOO y 

200 ,UM. 

Ilt.3.d.- EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACUMULA

CION DE TPMP-i'. 

Los tuboa fueron incubados durante 20 mio a dif~ 

rentes temperaturas: 30,33,37 y 40°C. 

III.3.e.- EFECTO DEL pH SOBRE LA ACUMULACION DE TPMP~ 

Loa tubos fueron incubados a 37ºC durante 20 mio 

a los siguientes valoren de pH: 3,5,7 y 9. 

L~ in~11h~e16n para todos los casos se renllz6 

con agitación constante y posteriormente centrifU&a--

dos a 5000 x g durante 2 min. El sobrenadante se des-

cartó y los s~z ne lavaron con el medio eorreopondie~ 

te. Las células se disolvieron durante 8 hrs en 250 

pl de aolueno-350 y se cuentific6 la r~dincttvidad -
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on 91 ospecLrufotómetro de c~ntclleo l[qu1do. 

IIl.4.- VARIACION O~ CONDICIONES BXPERIMENTALES. 

ACUMULACION O~ TPMP 

Loa apz fu~ron incub~<l~~ a J7ªC en los rnedioo 

''pobr~-K+,, y ''rit.0-K•,,, ambo~ medioD conteniendo 

tol con una actividad específica de 285 mCi/mmol hns-

ta su estado de equilibrio (20 minJ y poztcriorm~r1t~-

~e estudió el efecto de diversos agenteG al acr agr~-

gados a los medios de lncubaclón. 

III.4.a.- EFECTO DE LA CONCENTRACION DE Na· Y K• SO

BRE LA ACUMULACION DE TPMP 6
• 

El efecto de lp concentración do K• ~obre la ec~ 

mulación de TPMP• fue estudiuda bajo d0~ condicione~-

experimentales: a) para el .priw1er caso la colina fue-

sustituida del medio de 1ncubaci6n por el Ki, d~ t~l-

manera que siempr~ se man~uviern la relaci6n 

(colina) + (K+) = 113 mM; b) en el segundo c~no 

sustituye el K+ del medio de incubación nnr N~+ d~ 

tal manera que ae 1nnntenga la concentrac16n inicial -

de 113 mM. 

tII.4.b.- EFECTO DE t.A OUABAI:IA 30BRE LA ACUMULACION 

DE TPMP•. 

30 



·,-¡Q-rla -~ di.ferentea concentrncionca 1:1 los mi;,diac, .if: !n-

cubaci6n: 100, 200 y 500 x 10-bM. 

III.4.c.- EfECTO G~ LA GLllC05A SOBRE LA ACUMULACIOrl 

DE TPMP~. 

Los apz fueron incubndoli en preuBncin de glucoan 

a una concent~~ci6n de JO mM. Trunocurridos 20 mi~ -

3$ adiciona glucosa a diferentes conc~ntracionca: 10, 

20 y 30 mM. 

III.4.d.- EFECTO DE LA VALINOMICINA SOBRE LA ACUMUL~ 

CIOH DE TPMP .... 

La valinomicina se adiciona al medio de incuba--

ción ~oncentr3ci6n do 10 mM. 

tlI.4.~.- EFECTO DEL.Ca++ SOBRE LA ACUMULACION DE 

TPMP+. 

Adici~nar Ca++ al medio de incubación a una con-

centraci6n de 5 mM. 

Todos los tubos se incubaron con agitación cons-

tante durante 20 min y postcrlor~~n~e f11eron centrif~ 

gados a 5000 x g durante 2 mtn. El sobrenadante 3e -

descartó y loa spz se lavaron con el medio correspon-

dien~e. Disolver las células por 8 hra en preacncin-

de 250)-11 de solueno-350 y se cuantifica la radiacti-

vidad en ei ~~~üctrof=t6~~~~~ ~A r.entelleo líquido. 
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IV.1.- CONUJCIONK9 KXl 1 EHIMMNTAl.~S. 

Cuando los ~i1z ne in~ubarort en lo~ media1¡ pt1br~

K+ y rlco-K+, lil acumulación de TPMP+ us r6pid11 dura~ 

te loa primero:.; 10 m1n, y ~•t: manti.unn ¡_i,prr;:..: irn::1da1rie1¡t.t: 

a partir de loo 20 mJn. El estado de cquiJj_bric ~111:-

se obtiene por móa de 60 mi11 ent~ rnpr~5cntodo er1 111-

mea.eta que se observa. (Gráfi.c;:i 1). 

1.a acumulación de Tf'MP+ durante los primero$ m1-

nutoo es rápidn debido a la inmediata rcopuentn de la 

membrnnn ni percibir un gradient~ i6ntc~ Na•;~· 

los medios de incubación; ademdo de que se puede co11-

siderar la superficie negativa de lo mem~rana euperm! 

ticn y suponer una atracción clectrostátlcn entre caL 

gas opuestas. 

En el medio pobrc-K~ es mayor ln ncum\1loc16n de

TPMP+ yn que se C'nc11cnt!"'n fnvor".'cid;:i. ln dif"•J:::!..ón de -

K+ al exterior provocada por la dif"erencia ~n el gra

diente de conccntroción de &ate iOrl a amboe Indos de

la membrana. I.n 3alidn de K+ de 1~ c~lula provocará

una baja en el gradiente i6nico interno quu Cacilila

rlt )A rtif•1Rión del 'rPMP+ hA'"'lll 11"4 rPlulR. 

Ln variación en lo coptaclór1 de TPMP+ por ln me~ 

brana del spz se conaldera como uno respuesta a los -

cambios del ~o/ en la membrnnH d~bido a lk difuai6n -

de K+. 
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Parn el medio rica-K•, la ulta concc~traciór1 de-

lon K• en el medlo ex~rHcel~lar provocará por un lad~ 

un aumento en la permc;1bilidad d•: l~ me"1broni1 c~¡1crm~ 

tlcn pura ioneo pequcílos (Nu• y K•) que difundir5n 

trav~o de ella con el fin de ~quilibrar la dif~rencia 

el ion K+ preucntii b~Jo permeubilidad u ~rdvós d~ 1~-

TPMP+ dirunde libremente a trovés de ln membran3 acu-

mulindose en aquellas m~mbrnnas que presentan p~t~n--

ci3l elé~trico neg&tivo, principalmente en la mito~o~ 

dria en donde Al llevnrá a cabo la difusión de K• 

respuesta a la diferencia ~n el gradiente de co~ 

centración Na+/K+. 

Se mantiene esLable lH acum11laci6n del TPMP 

(Gr&fica 1) una vez que se llega al •quilibrio entre-

el TPMP y el A~ como resultado de la difuzión i5ni-

ca~ o bien de la estabilidad ~n el gr~dicnte de 

centración a ambos lados de la mc~brana. 

El niv-el alcanzada paru la <H~umulaci.ón de TP~P 

los m~dlos pobre-K~ y rico-K• muestren una rela---

ci6n lineal con respecto al n~Mero de c~lulas c~permf 

ticas y un comportamiento simllar en funci6n de la 

concentración del TPMP•. (Gráficas 2 y 3}, 

Al tratar los medios pob~e-K~ y rico-K• 
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riaetones en el nómero de spz, ne obtiene que la aeu-

mulación du TPM?~ &S directamcnt~ proporcional con 

respecto al tncremento del nómero de ~~perCtcLea 

pue3tas.en donde se llevará n ~n~v el intercambio 

tre el TPMP~ y las membrnnus espermáticas. 

LA hip6tenis qua podr!o describir el Cümporta-

miento debido a los cambios de ccncentraci6n de ~PHP~. 

es que la acumuiaci6n a travós de ln membrana del ea-

ti6n lipor!lico es mediado por proceso no natura-

ble (a las concentraciones usadas), comprohándoue qu~ 

el TPMP~ diCunde pasivamente a travCs de la membrana. 

ya que en caso de requerir de un tran~porludor se 11~ 

garía el momento d6 su sacuración, cosa que no ob

serva axperimentalment~. 

La temperatura óptima para e~ectuar el estudio -

de la determinación de! A~ en el spz humano resultó-

ser a 37•c. temperatura a la cual sepro~~n~~ un máxl-

(Grá~ica 4). 

La determ1naci6n del ~~ basado ~n la ac~mula-

c ión de TPMP+ en 2a oembrnna del spz humano es depen

diente de la temperatura de incubaci6n cosa quo se 02 

serva claramente en la gr&rtca 4, y~ que presenta 

dificultad en la determinación del ~~ a temperaturas 

inrerior~s a ésta, postblemente debido a las altera

ciones en la configur~ci~n do las, proteínas de membr~ 
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n& provocando carnbioo an los dipoloa que afectarán 

sus cuncioneo y por ende influenciarán osi el valor -

del il 'I' . 

También puede ser que ln meseta alcanzada es de

bido a un estado de equilibrio entre el TPMP+ y el a~. 

Los cambios de pH en ~l medio d~ incubacJ6n nos 

permite medir los f'luctuac.i,anes del l1"1-' • mostrando -

un pH 6ptlmo do 7.0 y disminuyendo n ambos lados de -

este valor. {Gráfica 5). 

Cambios de pH en el medio conteniendo los spz a~ 

teran la eatructura de la capa protéica de la menbra

na eapermática, así cqmo sus funciones. A bajo pH no 

hay evidencia de que trabaje la bomba electrogénica, 

por lo cual, la dirusión de K+ ve fuertemente afe~ 

tada y por tanto el valnr rf.-t 11tf :!i.:.;; . .:.r.u..1u, :lam---

bién se puede suponer esta despolari7.act6n r~uóltada

de la interacción de la superricie negativa de la me~ 

brana con los protones del m~dio. 

Viabilidad; ya que la viabilidad no fue modiricada 

por la incubación en los medios pobre-K+. rico-K+. la 

corrección por el nGmero d~ cilulas ~uertas ~n la de-

terminación del. A'( no tuvo que ser nect!saria. 
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Efecto del pH sobr"' el J. llf en ~l espermatozoide t1umano. 

Los esperma tozoldes incubaran los medios pobre-K.,. 

pn rcport:."ildos. 

Cada Punio indir.e In media ! !.:.1 dcsvial;iÚa est.andar d~ 

6 determinaciones. 
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Movilidad; en el porciento ch· 1or> npz móvilet; ror. pro-

duce una disminución de un 25% a 30%. considerAr1do9c 

n estas c~lulas en condicione~ porn ln dctermi~aci0n 

del ..d'I' 

Volumen intracelular; hujo las condiciones que 

trabajó { tempercttura y tiempo)• el V~llumen de naua 

atrapado en el paquete celular no excede de J% ul 5% 

del volum~n total de la J"IUC5t:rn. 

El 3 H
2

0 intracelular mostr6 una runción lineal -

respecto al nüme~o de c~lulnG esperm4ticas. Es im 
portante seRalar que el agua tritiada se cquilibrn 

menos de 10 5eg 0 m&ntcniéndose durante el periodo la~ 

go de incubación {20 min) de laa células, donde el 

aorbitol no penetra al intc~io~ de l~G célulaE. 

Utilizando lan fórmulas descritas en Material y 

M6todos, se obtuvieron los siguientes valores: 

Medio Volumen intracelular 

pobre-K .. 182 ± 0.04 nl/2xl0
7 

spz 

Potencial eléctrico a travé~ de la membrana ( lllf' }; 

los calculas para cuantif"icar el .dV obtuvieron 

partir de la ncumulaci6n de TPMP+ en el spz, corregi

dos por la cantidad de TPMP+ atrapado en el espacio -



1n,tracelular, m':!tdiant"' la cantidad de 14c-sorbitol m!:. 

dido en coda mueatra, trnna~ormando n valores de co11-

centracidn utilizando el volurnon intrmcelulor. Este-

va.lor ea utilizado para calcular el Jf'i' uaando la 

ecuncidn de Nernst como lo dcscrlbe Lichtsktain15 • 

R T 

z p 

ln 
r; •]corregido 
LTPMP dentro 

Para calcular ffl gradiente de cocne~r~c16n de 

TPMP+ es nece~ario detttrminari bajo las minmas condi~ 

clones experimentales utilizadas. el volumen intrnce-

lular de el spz, valore3 que anteriar~entc se tienen-

reportados. Para estas mediciones y considerando que 

el Af es nulo a concentraciones elevadas de Y.+, el -

componente de la acumulación total de TPMP• debido 

Dl .d'f' ss aproximadamente: 

r:;: .-,Pobre-1<-t 
t:PMP•J ... 

dentrc 

r:_ .;w corre¡¡ido 
• L!PMPj 

· dentro 

Este aitimo valaor dividido entre la concentración e~ 

terna de TPMP+ nos da lo relación de concentraci6n-

siauiente:: 

43 



[ ].
corregido 

TPMPt-
dcn tro 

La relac~ón de conccntrncl6n auí calculado es 

constante en loa rnngos de TPMPt- utilizado~ 

E:l factor (TPM?t-)pobre-K'" es Al re!:n...1lt•ldo di:; la 
dt.•n tro 

acumulación de TPMP+ ~ tr·av~s d~ la m~mbreno del spz-

aer como a la acumulación en las mernhranus de los ar-

ganelos intracelulareG que manifiestan potenc1al-

interno negativo. 
rico-}{+ 

El factor (TPMP+Jdentro ~s el gradiente de co~ 

centraci6n de TPMP'" debido a la contrlhuci6n de los -

organelos intracelu1ares como la mitocondria que man! 

Ciesta un potencial interno negativo. 

Si se asume que el primer término de la ecuación 

de Nernst se mnntiene constante dado que: 

&l mV 

Usando éste valor de -61 mv. se simplirtca la Córmula 

a: 

e:1 donde su5~ituiran los vnlorcs que se obtengan -

para i\TPMP--+ 

Usando el valor de -61 mV y el obtenido para 
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RTPMP .. en la ecuación se obtieno: 

fl <¡J • - 69 " 2 mV 

IV.2.- VARXACION O& CONOICXOHRS KXPERI"ENTAL&S. 

En la gr6Cica 6 se observa para el primer 

(o--o), concentracl6n de coltna sustituida por K+ 1 

una disminuci6n paulatina en la acumulación de TPMP+ 

en la medida que la concontración de colina 

tuida. por K+. 

sus ti-

Aumentando la concentrnci6n de K+ y manteniendo-

la os~olaridad constante por la. presencia de colina,

s.e obtiene una disminución en el A't' • Al elevarse ...;. 

la concentración de K~ .en el medio de incubación la -

ditusidn a trav6s de la membrana plasmática K+dentro

_.,. K+fuera se ve disminuida drásticamente provocando 

una despolarizaci6n. Sln embarao se registra cierta

acumulaci6n de TPMP+ ya que existen superficies nega-

tlvas d~ membranas de organolos intracelulares que no 

son afectados por la adición exterior de K+. 

Cuando se sustituye el K+ por Na+ ftn el medio de 

incubac!6n (x--x) se pod~á notar que la acumulaci6n -

de TPMP+ aua&nta gradualmenteª (Gráfica 6)ª 

Para sl caso en que se va aumentando la caneen-
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Efecto dt! la concentr-ación externa de Na+ y K ... sobre la 

acumulación de ~H-TPMP ... ~n el e$p09rmato-=:oide h1JmRno. 

!..os espern:iatozoi des se incuooron a 37°C durant:e 20 m1n 

en preaencia de colina y v.• (o--o) y de K~ y Na .. (x.--x} am

bos a una concentr.saci6n fin:il dCo 113 ir.M., 

Cada punto indicu la media !. la desviación estandar de 

6 determ1nnc1ones. 
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tración de Na la acumulación de TPMP• se ve favorn-

cidn debido a que el Na• difundirá al Jnt~rlor de 1~ 

célula provocando d~sequilibrio 16nico que activa-

rá la acción electrogénica, Ja cual tratará de equill 

brar e9te sistema mediante ln difusión de K+ que par-

ticipa en la hiperpolari~ación del ..:1'+' 

Las observucioneo anteriores sugier~n la contri

bución de la enzi~~ ATPasHfNa+-K+) en e! rn3~tenimien-

to del gradiente de concentración Na+/K+ y su !ntima

relaclón con el Al.l' del spz. 

Cuando hay variaciones en las concentraciones de 

los iones N&+ y K+ en el medio de incubación, se tic-

ne que aproximadamente entre 34 y 80 mM el Á Y' resul-

tante es debido a la contribución de ambos iones. 

La presencia de la ouabaína en el medio de incu

bación induce un decremento en el ~~ del spz hasta -

de un 42% (Gráfica 7). 

La ouabaína provoca una despolari~ación en el 

gradiente N~+¡K•, resul~ndo de la inhibición en la di 

Cusión de K+ hacia el exterior de la membrana~ run---

c16n que desempeña la enzima AT?asa la cual se encue~ 

tra bloqueada runcionalmente por la presencia de la~-

ouabaína on el medio de incubación. Los cambios 
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el .Oli' ns! obtenidos, noa sugieren la contribución de 

1a enzima ATPasa{Na~-K+} una ve: máü. Se involucra -

así la bomba electrogéntca en el mantenimiento del ~~ 

el spz humano. 

La incubación de los spz ~n ol media conteniendo 

slucosa lnduce un incremento en la acumulación de 

TPMP+. sin embargo al adicionar a diferentes concen-

traciones en el estado de equilibrio, esta acumula--

ción del catión lipotílico no rue significativamente

modi!icada, (Gráf'ica 8). 

El transporte de glucosa a través de la membrana 

permitido por el potencial eléctrico de la célula

y éste último a su vez. depende del gradiente i6nico. 

Esta relación nos indt¿a que la ccncentraci6n de glu

cosa influye en el transporte de K+ tavoreciendo la -

pequeña hiperpolarizaci6n observada. 

La adición de valinomicina al sistema de incuba-

ción registra un incremento "" ,.] ·1~l':l:-- de .J'I' 

(Tabla S). 

Se reconoce que en la m~mbrana existen diferen-

tes sistemas enzimáticos los cuales ac ven aCectados

en la presencia de valinomicina. antibiótico que ac-

ta3 eobrc la m&mbrana haciéndola permeable para el 

K+: por io que la difusión de éste ion tanto a nivel-
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Efecto de la glucosa sobre la acumulación de 3H-TPMP• en 

el espermatozoide humano. 

Los espermatozo1dt:!s se i.ncubdron tin loJ medios pobre-Y."'-

{o--o) y rico-K+- (x-x) a 37ºC. cunndo se logra el estado de 

equilibrlo (20.min). se adiciona glucosa a diforent:es concen

~raciones .. 

G<lda p•mto indiea l:t media .!: la desviación estandar de 

6 deter-mina~iones. 
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de membrana plasmiticn y m1tocondrlal produ~irh h1pe~ 

polarización. 

Por ültimo ln presencia de ca·~ en el medio ext! 

rior. induce un incrcmonta er. ln ncumulnci6n de TPMP• 

y por consiguiente en el A'f' • (Tablo ~;). 

La elevada concentración de ca•+ en el medio de 

incubación, favorece la entrada del Ca~~ n ln célula

afectando considerablemente el transporte de K+. pro-

vacando un aedequilibrio iónico que activará la bom

ba eloctrogénica que a su vez difundirá K~ al exte---

rior de la ~élula produciendo una hiperpolari:nción. 



TABt.A s.- VALORe:S ne: A 11' OBTENIDOS PAnA 1\1.GUNOS 

AGEHTl<S. 

AGENTE couc. mV/2~l07 apz CAMblO EXPR~ 
SADO EN % 

- - (8) o mi< -69:t2.0 o 

~alinomtcina (8) 10 mM -s2=2.o +20 

:a ++ (8) 5 mM -76±1.8 +10 

(8): riúmer-o de determinaciones. 
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Vrl.- La conjugación adecuada du laB condiclonc~ ex-

perimcntalea de tiempo, n~~ero de eupermatozoides, 

conccneraci6n u la que se util1zó Pl TPMP•, tcmp~ro~~ 

ra y pH; pt!rmit.icron determ.in.:ir >!l A,,.. en el spz. hum!! 

no eyaculado, sin que esto céluln se vi~ra afectada -

forma apreciabl~. 

V.2.- El uso del ion lipo~lllco TPMP+ coma unu medi

da indirecta del il't' • ba3ada en lo .::a.rnctcrf!""tica dt:o 

distribuirse l!brerncnte a nmbou lados de la meMbrat1a, 

proporciona valores que sustitu!dan en la ecuación de 

Nernat ee obtiene un valor para el op~ humano de 

V~3-- En este trabajo se reaT1rmo el concep~o de que 

constituyentes de la membrana lntervien~n en importa~ 

tes :funei(..~nes p.:J.ra la regulación del .d't' , indicando-

que el valor obtenido de éste, resulta de la difusión 

de K+ hacia el exte~ior de la célula, esto es, 

K+ dentro__. K.o. fuero, difus16n que no solo 

cabo en membrana plasmática, sino también 

nas de orgnnelos int~acelularea~ 

lleva 

membru--

bios de la acumulación de TPM?T sugieren la particip~ 

ción de la enzima ATPasa(Na+-K~) como principal regu-
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lador del transporte de eato9 iones a trav6s d~ la 

membrana y por ende participonte acttvn en el valor -

del óv/ 

V.5~- Los rusultados obtenidos por la adición d~ 

ouabainn. valinomicinn y Ca++ confirman la partic1pu

ci6n de la cn:ima ATPaoa(Na+-K~), sugiriendo que el -

.d lf es K..,. -dependiente. 
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