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EFECl O DE LA GLUCOSA SOBRE EL AHP•: , EL METABOLI SMO 

ENERGETICO Y LA MOVILIDAD DEL ESPERMATOZOIDE 

DE LA RATA AL INICIO DE LA CAPACITACION. 

INTRODUCCION 

LA REPRODUCCI OH SEXUAL. 

La aparición de la reproducción sexual en los organismos dio 

un nuevo sentido a la vida, al proporcionarle una de sus estrate

gias adaptativas más inaportant.es: l a manera de incorporar cambios 

genéticos para producir variabilidad CMargulis, 1986). Al introdu

cirse la reproducción sexual, la recombinación gE"nética se 

convirtió en la nueva manera de incrementar la variabilidad de los 

individuos, dE" tal forma que cada miembro de la nueva progenie se 

constituyó como una c reac ión única, pc•r c ontener el genoma de sus 

ancestros mezclado en una t orma irrepetible. El proc eso biol•igico 

que hizo posible el enriquecimiento genético descrito es la 

meiosis, cuyo pr·oducto son las células sexuales o gametos, que al 

unirse originan un nuevo individuo cuyo principal papel 

biológico serA la perpetuación de la especie (Ohno, 1980). 



FERTI LI ZACl UN INTERNA 

Antes de que los animales c on rP.producción sex•ial invadiPran 

el ámhito terrestre, la tertilización t.enía lugar .,.n el medio 

acuoso, en donde los gametos eran liberados para su posterior en

cuentro. Una manera más et i c az de asegurar la repro.1ucci ón fue por 

n-.edio de la fecundación interna, en la cual el macho depositaba 

los espermatozoides en el interior del tracto reproductor de la 

hembra, coordinando este evento con la liberación interna de los 

óvulos. La fertilización interna se optimizó en el transcurso evo

lutivo, y su eficacia se debe al surgimiento de est.ructuras espP.

cializadas (órganos copuladores y tractos reproductores) que faci

litaron el encuentro óvulo-espermatozoide al reducir las distan

cias que debía atravesar el gameto masculino y proporcionar un 

medio fisiológico apropiado. Las consecuencias evolutivas son evi

dentes: sólo aquellos animales que adquirieron la fecundación 

interna fueron capaces de lograr una completa emancipación del 

medio acuoso, 

terrestre. 

lo que les permitió conquistar 

LA REPROOUCCION EN LOS MAMIFEROS 

el ambiente 

En la Clase Mammalta, la 1·eproducci6n involuc ra una serie de 

procesos sumamente complejos, que comprenden desde la f·ormación de 

gametos Covogénesis y espermatogénesis), hasta el nac imiento del 
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nuevo i nd.l vi duo. 

Los gametos son t ormados en .las <Jónadac;, órganos especiali-

zados para la producción de o: élnlas So?Xllales Y C•)n funcion.,.S do'> 

glándulao;; endócrinas. Los •~V1Jlos son f ür mados en lüs ovarios, 

donde se lleva a cabo la meiosis, la c ual se ini c ia durantP la 

vida embrionaria de la hembra; mientras que los espermatozoidec; 

son producidos en los testículos por el mismo proceso una vez que 

el mac ho ha llegado a la madurez sexual (Byskov, 1982), ( Fig. 1). 

ESPERMATOGENESIS 

Desde que las gónadas comienzan a · diferenciarse mort· ológi·~ a-

mente en ovario o testículo, las células germinales son 

llamadas oogonias y espermatogonias respectivamente. Antes de 

iniciar la reducción cromosómi c a por meiosis, las células se 

di vi den mi tóticament.e, 

inc apac es de volver 

después de ini c iada la meiosi5, serán 

a mul ti pl i c ar se. En el mach(:>., la 

proliferación de las células se ini c ia •.ma vez llegando a la 

pubertad y se mantendrá con carác t er 

diferenc ia de la hembra, en la que la mi t osis 

durante la vida embrionaria. 

de ino:let inida, a 

se presenta s ó l r-1 

Los espermatogonios son c lasificados en tres tipos: A, int.er -

medios y B, de acuerdo con su cercanía a la división meióti c a. 

Después de la última división mit6tica de los espermatogonios B, 

la c élula (ahora espermatocito primario) duplica su DNA como si 

3 
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Fig. 1. Origen de los gametos masculino y femenino de mam[feros. 
La diferencia m~s notable entre ambos sexos es la etapa ontogéni
ca del organismo en la que las células proliferan. Tomado de 
Byskov, 1982. 
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ruer·a a entrar en 1.ma nu<>va mito<;is, pero <>n lugar d€' ha i:- .=orlo, Pn-

tra en el leptoteno de la primera división redrn:cional, en la <: !lal 

se llevará a cabo el entrecruzament. o c r·omosómico. lJna vez i:onc lni -

da esta primera división, el producto resultante son dos esperma-

tocitos secundarios, cada uno de los cuales t.iene tm juego de ero-

mosomas homólogos duplicados y rec ombinados. La vida de-1 espe-rma-

tocito secundario es muy breve ya q•Je pronto vuelve a ent. rar 

en una división meiót.ica, donde las cromátidas hermanas de c ada 

homólogo (que se habían mantenido unidas desde la dupli c a c ión 

del DMA), se separan, resultando de este proc eso dos espermátidas 

haploides (op . ctt . L 

El desarrollo de la esperlllátida hasta espermatozoide se cono

ce colllO esperaiog~nesis, espernU.ohistog~nesis o espermioteleo-sis 

CBaccetti, 1995) CFig. 2). Est.e proceso consiste bási c amente en 

una reestructuración de la espermátida, la cual pasa de ser una 

célula redonda y grande en una de t.amai'ío •: onsiderablemente menor y 

con un aparato que le confiere 1110tilidad. Entre los c ambios m.ás 

notables que ocurren en la espermiogénesis est..~n la hiperconde-n-

sación que sufre el DNA, y que ocasiona que el nücleo esperm.át i<:•".> 

sea muy pequei'ío en comparación c on el somáti c o; la formación dPl 

acrosoma en la parte anterior de la cabeza, a partir de V<'"SÍ•: 11las 

ricas en enzimas hidroliticas originadas en el aparat. o d e Go lgi; 

hac ia la región p o sterior hay una mi gr a i: i ('>n de l •:•s e <>nt. r i <:• 1 os , L ···s 

c uales ini c ian la f o rmación del axon.;oma. Las mi tocont:lr i a s d e l a 

espermát.ida se acomodan alrededor· de la pieza media d el 

5 
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.... .................... ,, 

,, .. ·· 

Annulus Cubi e rta 
f.ibrosa 

Fig. 2. Desarrollo de una esperm~tida de cuyo . Tomado de Setchell, 
1982. 

6 



(la , .. eglón más cer· cana a la c abeza), 1· odeándola casi siemp1· p en •rn 

arreglo heli co idal y con un número de vu.;..ltas constantP p ara 

cada especie (Setchell, 1982). Finalmente, algunos •:>r ganel o <> 

el retí c ulo endoplásmico y el 

también hay una elinúnaci6n del 

aparato de ~3lyl desapar8'cen; 

citoplasma sobrante, quedando 

.,..--tm residuo, la gota citoplásmica CFig. 2). El produ•: to de la 

espermiogénesis es una célula que contiene sólo l o indispensable 

para c umplir su función, que es la de depositar el material 

genético masculino en el r:Svulo durante la fertilización. 

ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE 

En cuanto a su estructw-a, puede considerar-se que el esperma-

tozoide tiene dos partes principale<>, la cabeza y el flagelo o 

cola. La membrana plasmática rodea a la célula en su totalidad. A 

continuación se describe cada una de estas partes. 

I. Cabeza 

La c abeza espermática está iormada por el 

a c 1-- osoma, una reducida c antidad de ci toplasina y algunos 

c omponentes del citoesqueleto. Como ya se mencionó, en la c abeza 

espermática la mayor parte del volumen es ocupada por el núc lt?o, 

el cual tiene un tamai'ío reducido por estar altamente deshidratado 
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Pieza conectiv1 

""'''~ ' acroso•al 

o 
/ 

Pieza 
principal 

•itocondrial 

Pieza 
•edia 

Pieza 
principal 

Fig. 3. Estructura del espermatozoide de mamlferos. Los cortes 
transversales muestran la composici6n y el arreglo interno de 
la célula en sus diferentes segmentos. Tomado de Setchell, 1982. 
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y por la presen•: ia de las prot.aminas, qt .IP. ( l:laccet t l , 1 Y85) 

est.abilizan al ONA por Int3'dl n de puentes disult <u-o 

interacciones iónicas (Eddy, 1Y8B; l<'.eyes '!?I ,:¡_ ¡ _ lY/ti). El mat .. rial 

genético del esper matozoi. de se car a•: ter iza por ser muy se'™"jante 

al de las células somáticás pero transcripcionalmente i na•:. ti v e• 

(Mann y Lutwak-Mann, 1981), además de estar cubierto por una 

envoltura nuclear singular, ya que prácticament.e carece rle porns, 

salvo en algunas regiones especificas CEddy, 1988; Baccet t_ i, 

1985). 

En el acrosoma CFig. 4b) se encuentran las enzimas necesarias 

para penetrar al óvulo en el momento de la fecundación. Entre las 

principales enzimas acrosomales que intervienen en la interacción 

óvulo-espermatozoide están la hialuronidasa, que es responsable 

de la dispersión de las células del cumutus oopl>_or>L~ y la 

acrosina, que es una enzima proteolitica muy similar a 

tripsina y que no sólo participa en la penetraci•5n de las 

envolturas del óvulo, sino que al parecer también tiene que ver 

con la penetración del espermatozoide en el moco cervical 

y Wol gemut h, 1984; Nel son, 1 985). 

II Flagelo. 

( D•mbar 

El flagelo es la parte más grande del espermatozoide y ti.ene 

como función permitir a éste el desplazamient,o. Para su estudio, 

el flagelo espermático ha sido dividido en cuatro regiones o 

9 
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Fig. 4.'Subestructura del espermatozoide; a) unión de las piezas conectiva y media en el esperma
tozoide de la rata (tomado de Eddy, 1988), b) cabeza de un espermatozoide~de primate (tomado de 
Setchell, 1982) y c) cubierta mitocondrial y axonema esperm~tico (tomado de Setchell, 1982). 



seigment.os: las piezas con~ctiva, media, princ:ipa.l y terminal -, r 

Setchell, 1902) (Fig. 3). La pieza cc)nec ti va es si t i o 

donde se tme la cabeza con el en la pieza 

axonema se encuentra rodeado por la c ubierta mi t ocondr i al 1 Fiq. 

4.c>; la pieza principal, que es el segmento más largo del t latJ»lc, 

y el que tiene la mayor participación en el proceso de motilidad, 

está protegido por 1ma cubierta fibrosa formada por dos col 1m1nas 

longitudinales, colocadas en polos opuestos, y que son denominadas 

dorsal y ventral. Finalmente, la pieza terminal está libre r.IP. la 

cubierta fibrosa y consiste únicamente en el axonema cubierto por 

la membrana plasmáti c a. Internamente, el axonema tiene la mi sm.a 

estructura conocida como sistema 9+2 <Fig.5). Entre el axonema y 

las cubiertas mitocondrial y fibrosa hay 9 fibras densas, cada una 

de las cuales corresponde a un par de microt (!bulos; por la 

presencia de est.as t ·ibras, para algunos autores el sistema de 

component.es del axonema es 9+9+2 <Cardullo y Cone, 19136J. E<>t.as 

fibras se ext.ienden a lo largo de la pieza media y parte de la 

principal. 

III Membrana 

Aparent.ement.e la estruct.ura de la membrana espermática sigue 

el modelo del mosáico fluÍdo transmembranal de otras cé lulas; pr e -

sent.a t.res diferent.es partes: •m glicocáliz externo, formado por 

glicolipidos cargados y residuos de glicoprot.eínas con cad.;-nas dP 
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plluítlc1 
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Fig. 5. Corte transversal del axone•a esper•~ttco. La estructura 
.muestra el arreglo 9 + 2. que es tlplco de los flagelos de las 
células eucariontes. To•ado de Baccetti. 1985. 
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oligosacáridos, y una matriz membranal con proteínas embebidas 

dentro de la bicapa lipídica CMann y Lutwak-Mann, 1901). Del 

total de los lípidos que componen la matriz membrana!, el 70~ son 

fosfolípidos y en menor proporción se encuentran otros tipos de 

grasas. En lo referente a la cantidad de proteínas estructurales, 

se ha observado que están casi en la misma proporción que los 

lípidos, si bien hay varlacinnes dependiendo de la región de la 

célula o del estado t isioüógico C. l::ctdy, 1 Y88). 

Otra c aract erística importante de la membrana .;.spo;-1· mát. ica es 

la de tener· difer·entes dominios de supert·icie, que act-úan con 

funciones específicas, por ejemplo, de reconocimiento. 

sent-ido, la membrana espermática es un verdadero mosáico, 

En este 

lo que 

puede dar idea de la alta especialización de cada parte del 

gameto. Los dolllinios espermáticos se ven modificados durante las 

diferentes fases de la vida de la célula; esta serie de cambios 

tienen por objetivo que en el momento de la fertilización los 

gametos de la misma especie sean capaces de reconocerse (Shalgi, 

et a i . , 1 986) • 

METABOLISMO ESPERMATICO 

El espermatozoide presenta c ambios en el metabolismo conforme 

pasa por las diferentes etapas de su vida. Durante la estancia del 

espermatozoide en el test í.culo la energía es obtenida tanto cte 

reservas internas como de sustancias presentes en el plasma 

13 



testicular. La via más utilizada en esta etapa es la oxidativa y 

las sustancias aparentemente preferidas <;on alguno-; 

sobre todo fosfolípidos y ácidos grasos libres ( o p . 

Broolc:s, et a l . , 1974; Garbers y Kopf, 1980). 

lípidos 

c it.; 

En el 

epididimo, durante el proceso de maduración Cque es la serie de 

cambios que le suceden al gameto durante su viaje por la cabeza, 

cuerpo y cauda epididimales; Hinrichsen-Kohane, et al., 1984) 

el espermatozoide continúa con 1.m metabolismo oxidati vo de 

lípidos. Este metabolismo ha mostrado ser, al igual que en otras 

células, dependiente de la presencia de 

abundante en el plasma epididimal. Además 

carnitina, la 

de su función 

cual es 

en la 

acetilación de lipidos para su posterior oxidación, la car ni tina 

permite el almacén de grupos acetilo, y por lo tanto, 

como reguladora de los ni veles 

al., 1974); por otra parte, se ha 

de acetil-CoA CBrooks, et 

visto que actúa diferencial-

mente como estilllt.llante o inhibidor de la respiración, y que 

tiene efecto sobre el transporte de Ca++ CDeana, et al., 1989). 

La presencia de mayores cantidades de carnitina en la cauda 

en comparación con la cabeza · Y el cuerpo epididimales, podría 

hacer pensar que el metabolismo del espermatozoide maduro se 

perfila como lipolitico, sin embargo, la célula eyaculada es 

considerada en general como preferentemente glicolitica, salvo en 

algunas especies. El espermatozoide contiene todas las enzimas 

necesarias para la degradación de carbohidratos desde que se en-

cuentra en el epi didimo; esto ha sido demostrado en los 
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experiment.os en los cuales, bajo c ondiciones in v itro , las c élulas 

obtenidas de las diferentes regiones del epidíidimo son c apaces de 

utilizar la glucosa. Esta capac idad de metabolizar carbohidratos 

es mayor en las células de la cauda, tanto en presenc ia como en 

ausenc i a de oxígeno CFrenJcel, et al . , 1973a y 1973b). El hecho de 

que el met abo lismo de azúcares sea escaso en el epidídimo se debe 

a que en esta región se carece de t ales sustratos, y si bien se 

ha enc ontrado ácido lácti co, se cree que es producido en event os 

extraesper aáticos. 

El contacto del espermatozoide con los carbohidratos 

tiene lugar durante la eyaculación, en la cual los gametos se 

diluyen con el semen, que tiene elevadas cantidades de fructosa; 

en algt.mas especies co11RO la rata y el cuyo, hay además la 

presencia de glucosa, que es aportada por la glándula 

coagulante y la vesícula seminal, respec tivamente CMann y Lutwalc-

Mann, 1981). Estas dos hexosas, junto con la manosa, son las 

moléculas preferidas por la 111ayoría de los espermatozoides y s•1 

utilización depende de la disponibilidad o de la preferencia de la 

especie; por ejemplo, los del toro, carnero y del ser humano s o n 

especies fructoliticas Cop . cit.), mientras que la rata puede 

utilizar tanto glucosa como fructosa, pero prefiere a la primera 

CLeese, et al . , 1981), la cual le es además indispensable para 

fertilizar CNiwa e Iritani, 19'78). 

Además de los sustratos mencionados, t.anto en el semen como 

en los fluidos genitales de la hembra existen o tr os 
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sustratos susc:eptibles rie ser aprovechados por· el esper mat ozoi rie; 

por ejemplo, el piruvat. o y el lactato o bien algunos ác i rios 

grasos lJ.bres, que son utilizados por especies que conservan su 

metabolismo lipolitico. Los sustratos son procesados por la via 

anaerobia y/o por la oxidat.iva (esto depende de la naturaleza de 

los mismos y de las c ondi ciones ambientales); en relación a estas 

vias, el esper·mat.ozoide es una c élula peculiar ya que en compara-

ción con las células somáti cas , no sólo tiene una baja t.asa del 

electo Pasteur linhibi c ión del consumo de azúcar en presencia de 

oxigeno), sino que además algunas espec.les muestran el eiecto 

Crabtree, que es exac tamente lo üpuesto, y "l c ual es típico de 

las células tumorales CFraser y Ahuja, 1988). En la fase 

anaerobia, el espermatozoide utiliza las hexosas para producir, ya 

sea por glucólisis o por fructólisis, dos moléculas de ácido 

láctico, las cuales en condiciones aerobias pueden ser introduci-

das en el Ciclo de Krebs o en algunos casos, utilizadas para la 

síntesis de aminoácidos o de ácidos orgánicos CMann y Lutwak-Mann, 

1981). 

Durante la fase oxidativa, además de las moléculas de lact a to 

provenientes de la vía glicolítica, también pueden metabolizarse 

otras moléculas como a c etato, sorbit.ol, gli cerol y alg•.mos 

aminoácidos. La capacidad para utilizar tales sustratos es 

presentada sólo por algunas especies (op. Ctt. ) . 

Como se mencionó al princ ipio, el espermatozoide sufre cambios 

en su metabolismo al pasar por diferentes etapas. En el caso del 
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gameto eyaculado, al ser depositado en el tracto reprod uc t o r 

femenino, inicia el proces o denominado capac itación. Este consi ste 

en una serie de cambios que tienen como consecuencia fina l la 

reacc ión acrosomal y la motilidad hiperac tivada <Bavister, 1 9 130; 

Bedford, 1983 y Hinrichsen-Kohane, et al . 1984). La c apac itac ión 

es indispensable para que el espermat.ozo ide pue da fec. undar al 

óvulo. Entre los principales eventos d e la c apac itac i ó n, están: 

membrana decrec imiento en la carga neta negat i va de la 

espermáti c a, remoción de tactores epididimales y s eminales unidos 

a la membrana, cambios en la tasa de respiración, modit i c aci•-Sn 

en los antígenos de superficie, cambios en la permeabil i dad 

membrana! e incremento en el influjo de iones calcio CFarooqui, 

1983) y dislllinución en la relación colesterol/fosfolípidos 

CDavies, 1979,1980), entre otros. Como se puede observar, este 

proceso, que además tiene un periodo de duración especie-depen

diente CHunter, 1983), involucra en parte algunos aspectos del 

metabolismo de la célula. Puede considerarse que el proceso de 

capacitación se inicia en el 1110mento que tiene lugar la cópula, o 

bien, en condiciones tn 1;t tro, cuando células maduras Cd<? l a 

cauda epididimal, de. los conductos deferentes o eyaculadas) son 

puestas en contac to con un medio de incubación apropia•1o tDukPl o w, 

1971; Yanagimachi, 1980). 

Retomando lo referente al metabolismo durante ! a 

capacitación, se ha observado que en general hay un inc re!TlE"nt. o 

en el consumo de sustratos y de oxígeno CYanagimachi, 1988). 
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obst. ante, los sustratos t 1enen •iifo?rente efecto en las especies: 

el espermatozoide del ratón requier,. de un sustrato glicolizable 

para sost. f?ner los cambios propios de la capacitación; si el gameto 

es preincubado en un medio libre de sustratos y posteriormente se 

le anade glucosa, tiene la misma capacidad fertilizadora que las 

células inclibadas continuamente con la hexosa, pero si ésta no es 

añadida, no puede expresarse ni la reacción acrosomal ni la 

movilidad hiperacti vada C Fraser y Herod, 1990). El gameto del toro 

es capaz de met.abol izar glucosa tanto en condiciones aerobias 

como anaerobias, pero la respiración es mayor en ausencia del 

azücar Cen Ca111pos, 198tn. En el cuyo, la presencia de la glucosa 

durante la incubación ocasiona un retardo en la reacción acrosomal 

<Rogers y Yanagimachi, 1975). Mújica y Valdés en 1983 determinaron 

que el efecto retardador de la glucosa se da durante la reacción 

acrosomal, mientras que otros autores plantean que el retardo se 

efectúa durante la capacitación, y que la causa es la baja 

eficiencia metabólica, ocasionada a su vez por el efecto Crabtree 

<Rogers, et al., 1979). Independientemente de las peculiaridades 

del metabolismo de cada especie, lo que parece ser comt.ín es el 

incremento de ést.e durante el proceso capacitante, ya que se 

r·equieren grandes cantidades de ATP para s ostener la movilidad 

hiperactivada, así como la reacción acrosomal. Es importante, sin 

embargo, citar lo propuesto por Boell en 1985, quien al medir 

el consumo oxigeno del espermatozoide de ratón a 

lo largo del proceso capacitante, encontró que sólo durante 
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el inicio de 1 a inc ubación hubo un inc remento pe1· 0 que 

después se mant.uvo constante; el atJt or· plantea que 1 a eleva-

c ión inicial en el C Ol):SUJnO debo? a la disponibilidad 

de sustratos exógenos y que el meta bolismo.:> no se a ce lera durant.."' 

la ca paci tac ión. 

En lo referE-nte al ,~ ontr ü l del metahnli. s mo esper-inát. i.•: •:>, 

hablarse inic.ialmente del ap.ara t.o enzinút1•:.o que posee l.a célula , 

el c ual pernúte modular la veloc id ad de algunas reacc.i•:•ne-s ; entrE-

las enzimas que Juegan este papel están la tosfofructocinasa tque 

es la principal reguladora de la fase anaerobia), la hexocinasa, 

la fosfoglicerato cinasa y la lactato deshidrogenasa. Es t . a 

última, que es llamada LDH-X o c
4 

es la isoenzima más activa de 

todas las conocidas y es especifica para el espermatozoide. Las 

enzimas glicolíticas son singulares, ya que para la mayoría de 

ellas, un alto porcentaje se localiza en el interior de la 

mi tocondr i a, mientras que el resto tiene una ubicación ci tosól ica 

o membrana! CMann y Lutwak-Mann, 1981). 

Por otra parte, se considera que es precisamente en la mito-

c ondria en don,1e se produce la principal r-=-gulación metabóli c a; 

hasta el momento se ha establecido que el balan.:e energétic o del 

espermatozoide está dado por la relación ATP/ADP, que es c onoc ida 

como carga energética de adenilato. La carga energéti c a CEC) es 

igual a la siguiente ecuación 

ATP + 1/2 ADP 

EC • ------------------
ATP + ADP + AMP 

(frenkel, et al., 1973b) 
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Para mantener una adecuada carga energética, el gameto 1110dula 

su metabolismo. Aparentemente el metabolismo de sustratos por la 

vía oxidativa tendría ventajas sobre la glicólisis, dado que en el 

primero se obtiene un mayor rendimiento de moléculas de ATP, 

además de presentar una menor dependencia de los sustratos 

exógenos, ya que este metabolismo puede ser endógeno; sin embargo, 

el hecho de que algunos espermatozoides presenten el efecto 

Crabtree, resta claridad al razonamiento inicial. 

Finalmente, otros factores que inciden en la regulación del 

metabolismo, son, la movilidad (que gasta grandes cantidades de 

ATP; Hammerstedt, et al., 1988) y algunos factores ambientales 

como la concentración de células, el pH y la presencia de 

algunos iones CTash y Means, 1983; Carr y Acott, 

Fraser, 1989 y Olc:amura, et al., 1985). 

MOVILIDAD ESPERMATICA. 

1989; Stock y 

El espermatozoide adquiere la capacidad de motilidad durante 

el proceso de maduración Cen Tso, W-W, et al. , 1987; l.lsselman y 

Cone, 1983; Cornwal l, et al . , 1 986). Durante su estancia en el 

epididimo, el gameto de algunas especies comienza a moverse; pero 

en otras como la rata, el hámster y el ratón, es nec esario que 

llegue el momento de la eyaculación para que esta c apacidad se 

manifieste (en Chulavatnatol, 1982). Un factor que contribuye a 

la inmovilización del espermatozoide en el epididimo es la elevada 
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osmolaridad presente en el plasma epidid.imal; en la rala se 

ha encontrado una glicoprot.e ína de elevado peso molecular (más de 

200 K), que ha sido denominada "inmovilina " , c uyas propiedades 

reológicas son capaces de mantene r a las c élulas sin movimiento 

alguno CUsselman y Cone, 198 3). 

Los factores externos que permiten al espermatozoide ini c iar 

su movilidad son diversos. En alguna liter atura se c onsidera que 

el simple efecto de dilución permite la movil.idad celular, ya que 

se eliminan de la superficie del gameto algunos factores 

inhibitorios Ccomo podría considerarse a la inmovilina y al ión 

potasio; Morisawa, 1985), además de que las células se separan, 

teniendo una mayor disposición del oxígeno y los sust.rat.os del 

medio CTurner, et al . • 1978). otros autores consideran que la 

iniciación de la movilidad depende de factores más relacionados 

con el met.abolisRK> del espermatozoide. Tso, W-W, et al . en 1987 

concluyeron que la simple dilución no es suficiente para que el 

espermatozoide de la rata pueda ini c iar la movilidad, y que es 

necesaria la presencia de algunos azúcares Cno necesariamente 

metabolizables). Finalmente, algunos otros consideran que para 

algunos gametos no es necesaria ninguna condi c ión externa especial 

par a que la movilidad inicie CChulavatnat..ol, 

Cone, 1983). 
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Papel del AMPc en la movilidad esperlllática. 

En 1971, Garbers y colaboradores observaron que el AMPc 

tenia un efecto regulador Cestimulatorio) sobre el metabolismo y 

la movilidad del espermatozoide de bovino. Al tener a las células 

incubadas en presencia de un análogo permeable del AMPc, el 

dibutiril AMPc CdbAMPc) o de inhibidores de la fosfodiesterasa de 

nucleótidos cíclicos como la cafeína y la papaverina, la nv.>vilidad 

y la respiración celular se incre-ntaban. Aunque ellos reportan 

que el efecto era ocasional, lo cual indicaba variaciones en la 

per111eabilidad de la membrana hacia el análogo y los inhibidores, 

estudios realizados posteriormente en esa misma y en otras 

especies, confirmaron los resultados y actualmente se considera 

que el papel del AMPc en la movilidad es universal para el gameto 

de varios grupos, entre ellos los mamíferos. 

El espermatozoide cuenta con todos los elementos del sistema 

denominado "segundo mensajero". Tiene la enzima que cataliza la 

síntesis del AMPc a partir de ATP, la adenilato ciclasa; sin 

embargo esta enzima, a diferencia de la que se presenta en las 

células somáticas, no es estimulada por ninguna hormona, ni por 

fluoruro o toxinas bacterianas. otras diferencias importantes con 

respecto a la enzima somática es que ésta se estimula con Mg++, 

mientras que la espermática lo hace con Mn++, y que además ésta 

última es más abundante CHoskins y Casillas, 1975). Estudios más 

recientes indican que la adenilato ciclasa espermática carece de 
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sus subunidades esti111Uladora e inhibidora CHildebrant, et ai. • 

1985). Los otros componentes del sistema presentes en el esper ma

tozoide son: el propio AMPc, las proteínas cinasas dependientes 

de AMPc, la fosfodiesterasa de nucleótidos ciclicos y las 

fosfatasas de fosfoproteinas CGarbers y Kopf, 1980). 

Se ha observado una elevación de los ni veles del AMPc 

intraesperlllático durante la iniciación de la movilidad. Esto se ha 

determinado en ratón CStein y Fraser. 1984), hámster y jabalí 

(lshida, et al., 1987) y toro CCascieri, et aL, 1976). Para 

dilucidar el efecto del AMPc sobre el aparato mótil, se han 

trabajado modelos des111elllbranados, en los que el axonema es 

puesto en contacto con el nuceótido cíclico en presencia de 

ATP; los resultados obtenidos que bajo tales 

condiciones experi111entales la .:>vilidad se presenta (en lshida. et 

al., 1987; Tash y Means, 1982). Con estos experimentos se ha 

determinado que el efecto del AMPc sobre la movilidad se da en 

forma directa sobre el axonema; el mecanismo es por la 

fosforilación de proteínas mediada por cinasas dependientes de 

AMPc, y en ella intervienen también el calcio, la calmodulina 

CTash y Means, 1987) y la calsemina CNelson, 1985). 

La maquinaria enzimática que hace posible la movilidad se 

encuentra en el flagelo; en el espermatozoide de la rata se ha 

observado la presencia de una ATPasa flagelar, 

axonema y entre éste y las fibras densas <Nagano, 

ubicada en el 

1965>; también 

se encontró una proteína cinasa dependiente de AMPc <Horowitz, et 
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al . , 1984 y 1988). Se ha planteado la presencia de proteínas 

cinasas dependientes de AMPc en la parte externa de la membrana 

espermática, sin embargo, la existencia de estas proteínas 

(denominada ectocinasas> está en discusión CHoland, et al . , 1986>. 

La relación entre el inetabolismo y el AMPc no es tan clara 

como lo es la del nucleótido con el inicio de la movilidad. De 

acuerdo con lo encontrado por Garbers y colaboradores en 1971, 

la secuencia de eventos al a~adir inhibidores de fosfodiesterasa 

es; elevación del AMPc basal, inducción de la lllOVi l i dad, 

incremento en los requerimientos energéticos de l ·a célula, 

disminución en la reserva de ATP y por tanto en el valor de 

la carga energética y, finalmente, un 

..etabolismo CHoskins y Casillas, 1975). En el 

increl'lento en el 

de 

bovino, Cascieri y colaboradores (1976> observaron que hay un 

incremento en el consUJllO de glucosa cuando las células son 

incubadas con teof ilina. Sin embargo, en el caso del 

espermatozoide de la rata, al ser incubado con cafeína no 

presentó .adificación en el consUJDO de oxigeno ni en la capacidad 

fertilizadora CPaz-Frenkel, et al . , 1978). 

otro factor que tiene incidencia sobre la movilidad es la 

presencia de algunos iones en el medio de incubac ión. Como se 

mencionó anteriormente, el calcio es un ión importante no sólo 

para modular la movilidad espermática sino talllbién para que el 

gameto pueda sufrir la reacción acrosomal. El calcio tiene 

también un efecto estilfttllador en la actividad de la adenilato 
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ciclasa Cen Garbers y Kopf, 1980). En esta parte es necesario 

aclarar que el calcio puede tener diferentes efectos dependiendo 

de su carácter de externo o interno a la célula. La presencia de 

calcio externo es considerada como necesaria para que la movilidad 

se inicie en algunas especies, mientras que en otras puede no 

ser necesaria o inclusive ser inhibidora del proceso cuando se 

encuentra en determinadas concentraciones. Es al calcio int.erno 

al que se le atribuye la función de intervenir en la forma de 

ondulación del flagelo CTash y Means, 1983; Lindemann, et al., 

1987). En el transporte del calcio participan algunos neurotrasmí

sores como la acetilcolina, la cual tiene un efecto similar al de 

los ionóforos CNelson, et ai., 1982). otro ión que aparente.ente 

afecta la 1110vilidad esperlllética es el bicarbonato, el cual 

estimula a la adenilato ciclasa COlc:amura, et al., 1985; Tajima, et 

al., 1987). Por último, el pH también tiene participación al 

regular la fosforilación de algunas fosfoproteínas CCarr y Acott, 

1989). 

La movilidad del espermatozoide puede presentar diferentes 

patrones. De éstos, el más importante es el expresado al finalizar 

la capacitación; a esta forma de flagelación se le denomina 

"hiperactivada" y se caracteriza porque el flagelo tiene una 

flexibilidad muy pronunciada y bate de una ..anera enérgica, 

haciendo una figura similar a un 8 CFraser, 1977; Pusch, 1987; 

Morales et al., 1988). La función biológica de la movilidad 

hiperactivada es la de proporcionar la fuerza suficiente para que 
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el espermatozoide sea capaz de penet r· ar al óvulo ya que en ese 

momento también se está llevando a cabo la reacción a crosomal, con 

la consec uente liberación de enzimas hidroliticas (en Fraser, 

1 9 '77). 

ANTECEDENTES 

Los estudios realizados para dilucidar el papel de la glucosa 

en el metabolismo del espermatozoide de los mamíferos han 

mostrado que el carbohidrato es utilizado de diferente manera por 

las especies estudiadas. En el caso del espermatozoide de la 

rata, los estudios pioneros de fertilización tn vitro realizados 

por Toyoda y Chang en 1974 demostraron que el gameto lograba 

capacitarse y fertilizar óvulos de la misma especie al ser 

incubado en presencia de piruvato, lac tato y glucosa. 

Posteriormente, Tsunoda y Chang e.valuaron el efecto de diferentes 

sustratos en la fertilización tn u!tr& de la rata. Observaron que 

la fertilización no pudo llevarse a cabo en ausencia de sustratos, 

y que el piruvato no era indispensabl e para la fec undación. Al 

probar solos o combinar los sustratos encontraron l o siguiente: 

los espermatozoides incubados con uno de los sustratos a la vez 

fueron incapaces de fertilizar. La combinación de piruvato-lactato 
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tuvo un º" de fertiliza c ión; la de glucosa-piruvato, 

glucosa-lactato, 60" y finalmente piruvat o -lac tato-glucosa, 81 -83 

por ciento. De estos resultados infieren que la glucosa y el 

lactato son necesarios y que el piruvato puede ser sustituido p o r 

células foliculares. Ellos también reportan que no observaron 

diferencias en la movilidad de las células incubadas en cada uno 

de los sustratos CTsunoda y Chang, 1975). Niwa e Iritani 

complementaron este trabajo en 1978. Ellos valoraron la necesidad 

de la presencia de varias hexosas para que la fertilización 

pudiera llevarse a cabo. Encontraron que la glucosa es 

indispensable para la fecundación, y que no puede ser sus ti tuída 

por la fructosa o la galactosa pero sí por la manosa, aunque con 

menor eficacia. Plantean que la glucosa es necesaria durante la 

penetración de los óvulos, probablemente para la reacción 

acrosomal, ya que en la capacitación puede estar ausente y ser 

sustituida por la galactosa o la manosa, pero no por la fructosa. 

De los estudios anteriores se concluye que la glucosa es 

indispensable en alguna fase del proceso capacitante en el 

espermat.ozoide de la rat.a. Esto es congruente con las condiciones 

naturales en las que el gameto se capacita, ya que en el tracto 

reproductor· femenino de la rata hay un aporte c onstante de 

glucosa y fructosa, pero la primera es conswnida en forma 

preferencial por el espermatozoide CLeese. et al., 1981). En est e 

trabajo los autores sugieren que la glucosa consumida es 

procesada por la vía anaerobia, aunque tal suposición se basa en 
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cál c ulos teóri c os. 

Po r otra parte, en el espermatozo ide del c uyo la glucosa 

juega un papel poco c laro hasta el moment o . Ro ger s y colaboradores 

en 1979, publicaron resultados en los que determinaron que la 

glucosa c ausa el efecto Crabtree en el gameto, además de causarle 

lm ret a rdo en la expresión de la reacc ión a c r o somal CR. A.). 

Ellos expli c an el fenómeno di c iendo que la inhibi c ión en la R.A. 

es c ausada porque el efecto Crabtree retarda la acelerac ión 

metabólica para la fase final de la capacitación. Por tanto, ellos 

conside ran que el efecto noc ivo de la glucosa se presenta 

durante la c apacitación. Contrari o a lo anterior, Múji c a y Valdés 

en 1 98:3 deter·mi naron que el efecto inhibitorio de la glucosa 

se presenta s o lamente durante la R. A. Pr o baron lo anterior al 

c apac itar a los gamet o s e n presenc ia de la hexo s a para despué s 

transferirlos a un medio sin glucosa; ellos observaron que la R.A. 

se presentaba inmediatamente después de la transterenc ia. 

Otros efectos de la glucosa sobre el espermatozo ide del cuyo 

han sido determinados por Mújica y colaboradores C1991). 

Ellos han observado que en los gamet o s inc ubados con piruvato y 

lactato , la presenc ia de la hexosa c ausa un pat r ón de movilidad 

típi co, que se caracteriza p o r s er vibratorio y muy vigo roso . 

En est.e tipo de movilidad el flagelo se flexi o na 

además <el gameto pr·esenta una mayor direcc ionalida d. 

muy poco y 

Otro efecto 

de l .a glucosa en el espermatozoide del c uyo es que causa una 

elevación adicional en el c o ntenido de AMPc durante los 
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primeros segundos de la incubación; esta elevac ión no ha sido 

report ada para otra especie y su signifi c ado biológico tampoco es 

muy claro. 

Tomando en cuenta que la glucosa puede tener efectos 

contrarios aún en especies cercanas como el cuyo y la rata (ambos 

son r·oedores), y que en la literatura no se citan trabajos 

similares a los realizados en el cuyo pero para la rata, que 

permitan esclarec er el efecto de la glucosa en el espermatozoide 

de esta especie, 

siguientes 

en el presente trabajo se plantearon los 

OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Conocer el efecto de la glucosa sobre algunos aspectos del 

metabolismo y sobre la movilidad del espermatozoide de la 

rata durante el inicio de la incubación capacitante. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Determinar si la glucosa promueve algún et·ecto sobre el 

de movilidad espermático. 

29 

patrón 



2. Establecer el t. iempo en que el espermatozoide adquiere la 

movili<1ad progresiva. 

3. Valorar el nivel basal de AMPc intraespermático , así como la 

cinética del contenido del nucleót. ido durante los primeros 

momentos de la incubación capaci tante. 

4. Observar si la glucosa tiene algún efecto en el 

de los niveles de AHPc intraesperm.ático. 

comportamiento 

5. Cuantificar la cinética del contenido de ATP intraespermático 

durante el inicio de la incubación. 

5. Verificar si la glucosa afecta los niveles de ATP al inicio de 

la incubación. 

7. Determinar si la glucosa ejerce algún efecto en el consumo de 

oxigeno del espermatozoide. 
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METOOOLOGIA 

Para la realización de este trabajo se utilizaron solamente 

reactivos de grado analítico. 

OBTENCIOH DE LOS ESPERMATOZOIDES 

Se trabajó con ratas albinas de la raza Wistar obtenidas del 

bioterio del CIHVESTAV. Los animales t·ueron mantenidos con un 

fotoperiodo de 12 h luz-12 h oscuridad y con disposición de agua y 

alimento ad libitwn. Se utilizaron sólo organismos adultos que 

presentaran un peso mínimo de 300 g. Los animales fueron 

sacrificados por dislocación cervical o por 

prolongada de cloroformo Cambos métodos 

la 

se 

inhalación 

emplearon 

indistintamente). Después del sac rificio se rasuró la parte baja 

del abdomen y se hizo una incisión en plano transversal por la 

cual se extrajeron los testículos con sus epididimos y vasos 

deferentes; en la parte distal de cada uno de éstos se había 

practi c ado previamente una atadura para evit.ar la pérdida d e 

espermatozoides. Los órganos se colocaron de inmedlat.o en una 

solución de NaCl 154 mH <.soluci ón salina), dentro de un baño de 

incubación a 37° C. Para evitar c ualquier posible contaminación con 

otros tipos celulares, antes de extraer las muestras espermáti c as 

se limpió a cada epidídimo del tejido graso y los capilares que l e 

rodeaban. 
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La extrac c ión de los se llevó a 

rompi,.ndo la cápsula del epidí<timo .Y d"'senrrollando l1JS t. r'1brüos 

saminiferos de la región de la cauda hasta t. ener un solo c onduct o , 

el c ual 1·ue presionado para obtene1' el contenido epididimal, que 

iba siendo recolRc lado con una pipet.a. Se tomó parte de la 

muestra obtenida de c ada conduc to, se suspendió en soluc ir~n salina 

y se obs ervL~ al mi c ros c opio para desi: art ar aquellas 

no t_ uviesen movilidad en por lo menos el 

poblac ión espermática Cpor c entaj» e s timado>. 

70" 

Una 

de 

que 

la 

vez 

selecc ionadas las muestr-as ütiles, t ueron mezcladas y suspendidas 

en solución salina ; el volumen depend.i.-S del tip•) de experillllf?nto a 

r ·eal izar· . 

EVALUACION DEL NUMERO DE ESPERMATOZOIDES 

Se construye~ rma c urva patrón de e spermatozoides para poder 

r ·elacionar· cuantitativamente los metabol.itos determinados d urante 

los experimentos y el nümero de células del que t ·ueron extraídos. 

Se eligió el método de interpolación en una curva 

mayor prec isión que el de conteo en hemoc itómetro. 

Para l a reaJizaci.-Sn de la c urva se s u s pendi ó la muestra de 

cada cauda epididimal en 2 ml de soluc i ó n salina, se reunieron 

todas las célul as y se cent.ri.rugaron a 2500 rpm durante 4 min; E-1 

sobr·enadante CS N.> f ue desechado .Y la pastilla r es uspendida por· 

agitac ión en vó r-tex en el mismo v olumen de so1uc i.6n salína. Se 

32 



tomaron 50 µ l de la suspe•nsi• '.•n y S<" diliry<>ron C •)n 1 ml 

X-100 a l 1", esta 11111,.,.st. ra tu.., •_o nta •ia pn r l •.• 

menos un p ar cl<::• vec es por dos personas. l'or 11\E'rli o dP la f,~rm•lla: 

¡:t :i& : ::.l· .. d ,;¡_~ .~. 

::i o:. l -:.· ~ C·: •r i l •?..:•5 
.... 10 '5 ;-( l .:.."': 

., 
m1ll · :.r.~--: .j '=' ·:"· lul :z ·;,. m l 

se cal c uló la conc <?ntr·ación de espe rmatozoides . A p a 1· tir· 

muestr a (s uspensi ó n madreJ se hi c ieron varias diluc iones C úll 

soluc i ó n s alina, en un volumen final de 4 ml, teniendo un nümer o 

esperado de células para cada diluc ión. De •: ada una di'! éstas se 

tomaron, bajo agitación c onstante, 3 alí c uotas de 1 ml c ada una, 

las cuales fueron c entrifugadas durante 10 min en una 

microcentrifuga Eppendorf; se desecharon 900 µl de SN, y a la 

pastilla disgregada se le a~adieron 150 µ l de ditiotreitol CDTT) 

90 mH en Tris 50 mM, pH 9.0, después de 30 min se agregaron 200 µ l 

de agua bidestilada desionizada y 200 µl de SDS al 10"; se sonicó 

c ada muestra durante 30 seg y se tomaron 25 µl, los que se 

diluyeron con 1 ml de amortiguador salino de fosfatos C:PBS; 

NaCl 132. 44 mH, pH ·7. 2) 

finalmente se leyó la absorbenc ia a 260 nm (método modificado del 

reportado por Moreno en 1905). 

Por· otra parte, de cada diluc i•~n se tomar·on c inc o alícuotas 

de 50 µl a las que se les determinó el ntimero de células por 

c onteo c omo se describió previament.;.. Para la cor1s'\ rucc i ó n rl <? la 

curva se graficó la media del número de células de c ada diluc ión 
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contra su absu1· bE>1i<:la promedio. La c urva tue elabor-ada en 'ó"l 1- ango 

d P. O a .30 millones de espermatozoides y tuvo una pendiente de 

O. 1 •::; 3 y un coef ici.ente de c orrelao.: ión de O. 986 ( Fig. 6) 

DIOTl::RHl NACl ON DEL TI PO DE HOVI LI DAD ESt'El<HATI CA. 

!-'ara det ernúnar el tipo de movilidad que presentó el 

espermatozoide en los diferentes medios de incubac ión, las células 

fueron obtenidas como ya se describió y añadidas "en seco'' C:sin 

ser resuspendidas previamente en la solución salina) a los 

siguientes medios: 1) solución salina; 2) Krebs Ringer 

Bicarbonato-Piruvato-Lactato CRKPL: NaCl 94.6 mM, KCl 4. 78 mM, 

NaHC0
3 

25. 07 mM, 

lactato de sodio 21.58 mM y piruvato de sodio 0.5 mM; modificado 

de Toyoda y Chang, 1974) y 3) el medio anterior suplementado con 

glucosa 5.56 mM. La incubación fue llevada a cabo en un baño de 

agua a 37·-·c y teniendo aire como i ase gaseosa. En cuanto la masa 

celular se disgregó, se empezaron a hacer observaciones a 

diter·ent. es tiempos en un microscopio t ·otónico a un total de 100 

aumentos. Las observaciones fuer·on hechas <;in cubreobjetos y a 

intervalos de 5-10 min para cada muestra durante las do<; primeras 

horas de la incubación; finalmente se hizo otra observación a las 

cinco horas de iniciado el exper .i mento. Durante la prueba de 

la actividad de la proteína cinasa semipurificada (ver más 

adelanteJ, se determinó el efecto de la 2-desoxiglucosa sobre la 
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Fig. 6. Cu rva de colibroci6n de espermatozoides solubilizodos con SOS y OTT. Lo curvo 
tuva uno pendiente de 0.153 y un valor de r= 0.986. 



movilidad espermática durante los primeros 

inc u b a c i ó n . 

minutos de 

Pa ra la toma de 

esque ma s de movilidad, 

fotografías y elabor a c i ó n de 

las muestras f ueron observadas 

la 

los 

con 

c ubreo bjetos ya que de este modo se permite la apreciac ión de un 

solo plano. 

TIEMPO DE INICIACION DE LA MOVILIDAD ESPERMATICA 

Para determinar el tiempo en que inicia su movilidad el 

espermatozoide de la rata, se puso una peque~a gota de la ..uestra 

espermática "en seco" sobre un portaobjetos ya dispuesto en el 

microscopio fotónico y de inmediato se le a~adió 

medio de prueba <cualquiera de los -ncionados en 

una gota del 

la -todologia 

anterior), el cual estaba a 37°C. La .uestra se enfocó rápidamente 

y se registró el tielllpO al cual comenzaron a moverse las células 

de la parte más externa de la gota. 

NI VELES I NTRAESPERMATICOS DE AMPc 

I. Inc ub a ci ón de las células y extracc ión d e l nuc leótido. 

Para la det erminación del AMPc intracelular se trabajó con la 

muestra de 3 animales. Los espermatozoides fue ron extraídos y 

suspendidos en 1.6 llll. de solución salina. En c uanto la suspensión 
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fue hoinogénea se tomaron 100 µ l y se f ijaron por congelamiento 

dentro de un bañ o de hielo sec o-ac e tona; cuando las células se 

congelaron, se añadieron 800 µ l de sol uc ión salina y 100 µ l d e 

Tris 200 mM, EDTA 40 mM, pH 7.6. La concentraci ón obtenida de e sta 

muestra fue considerada c omo el n i vel ini c ial del nucleót ido. 

Entre los 10 y 15 min de permanenci a de las c élulas en la 

solución salina, se t omaron dos alícuotas de O. 6 mi. y se vaciaron 

en forma simultánea en 4.8 Ml de ICRPL y KRPLG respectivamente. La 

glucosa fue probada Cen experi1111entos diferentes) a d o s 

concentraciones, 5.56 mM y 50 µM. A los 15, 30, 45 y 60 seg y a 

los 5 lllin de iniciada la incubación en los 1111tdios, se tomaron 0.9 

1111 de cada muestra y se fijaron en hielo seco-acetona: después 

del congelallliento se agregaron 100 µl del a1110rtiguador Tris-EDTA 

ya citado. Posterior .. nte, las nruestras fueron descongeladas y 

mantenidas en un bai"io de agua en ebullición durante 15 min; 

el ciclo de congelamiento-descongelamiento se repitió en cuatro 

ocasiones lllás. Concluidos los cinco ciclos, los espermatozoides se 

centrifugaron durante 10 min en una microcentrífuga, se 

900 µl del SN y se liofilizaron; la pastilla con el resto 

tomar o n 

del SN 

se conservó para la cuantificación del ndlllltro de células con la 

metodología ya expuesta (Moreno, 1985) . 

Talllbién fue valorado el efecto de la 2-desoxiglucosa sobre 

los ni veles de AMPc intraespermático Cver sección de la 

selllipurificación de la proteína cinasa dependiente de AMJ>c). 
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11. <:uant lfi c.'}ción del AMP•: 

l'ar·a la medJ. c ión del AMPc int1-aespermático, las muestras 

li o filizadas fueron rec·~nstituídas con 150 ¡; l de amortiguador Tris 

20 mM, ELHA 4mM, pH 7.6 y analizadas con el kit para 

c uant. ifi cación de AMPc de An,.;,rsham Inter·nat.ional. En forma breve, 

<>l ensayo consistió en tomar una alí c uota de 50 µ l de cada muestra 

reconstituida (por dupli c ado) y mezc larla c on 50 µl de 3 . H-AMPc 

estándar C0.025 µCi); después de agitar vigorosamente, se 

ai"iadieron 100 µ l. de una solución de proteína cinasa dependiente de 

AMPc y se incubó durante un periodo núnimo de dos horas en un baf'io 

de hielo y dentro de un cuarto frío. Al finalizar la incubación se 

agregaron a cada tubo 100 µl de carbón activado al 5.5" en agua 

fría y se centrifugó durante 10 min en una microc entrífuga; se 

tomar·on 200 µ l de SN y se vaciaron en un vial de vidrio que 

contenía 10 ml de coctel de centelleo Clnsta-gel o Universo!). 

Las muestras fueron contadas en un contador de centelleo líquido 

Tri Carb, por cuatro minut.os, dos veces. Cada día de determina-

ción se construyó tma curva tipo ut.ilizando AHPc estándar; la 

curva cubrió el intervalo de O a 16 pmoles del nucleótido 

( F'ig. T>. Los valores encontrados para cada muestra se 

relac ionaron c on su n~tmer· o de células y se expresaron como pmoles 

de AMPc /10 millones de células. 

Con el f.i.n de disminuir los costos del análi s is de AHPc se 

llevó a cabo la semi.purificación <ie la proteína c inasa dependiente 
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Fig. 7. Curvas de calibración de AMPc construidas con la proteina cinasn semipurificada 
(-.-) y con la del kit de cuantificación de AMPc de Amersham (-•-) . La curva 
de la proteina comercial tuvo una pendiente de 0.695 y un valor de r=0.997; 
la de la proteina aislada, una pendientede 0.530 y un valor de r=0.999. Los 
valores de Co/Cx representan la unión m~xima sobre la unión de cada dilución. 



<1e AMPc de músculo c ardiaco de bovino y de esa manera hace1- la 

cua nt. if i.cación del nuc l<?ótido con la metr.>d o logía des •~ rita.. SP 

utilizó el siguiente esquema de trabajo: 

PllRIFICACION PARCIAL OE LA PROTEINA CINASA L>EPENDIENTE DE AMPc 

Preparación del extracto protéico 

El extracto se preparó con el músculo c ardiaco de r.rn 

bovino recién sacrificado. Todas las fases de la purificación se 

llevaron a c abo en frío. Cuatrocientos gramos del órgano (libres 

de tejido graso y capilares) fueron fragmentados en una 

picadora y posteriormente homogeneizados durante 20 seg en una 

licuadora con 500 ml de amortiguador Tris-HCl 50 mM, EDTA 4 mM, 

pH 7. 5, frío. El extracto se centrifugó a 10 000 rpn\/30 min/4~C en 

una centrít·uga Sorvall con el rotor GSA. El SN fue fraccionado 

con sulfato de amonio; primero se sattrró hasta el 25X, se 

mantuvo en agitación durante 30 min y se c entrifugó a 10 000 rpm 

durante 15 min; el precipit. ado se eliminó y el SN fue saturado 

hasta el 45X, la soluc i ón se agitó 60 min más, se centri-

iugó como en las c ondi c iones anteriores y se recuperó el 

precipitado. La pastilla obtenida se resuspendi ó en 54 ml de 

amortiguador de fosfato de potasio 5 mM, EDTA 0.5 mM, pH 7.5 y 

se dializó contra 4 litros del mismo amortiguador, con dos 

cambios. La diálisis duró 24 horas. El dializado fue c entrifugado 

a 10 000 rpm durante 20 min, se eliminaron todos l o s 

preci pitados y e l SN quedó listo para la c romatografía en 

40 



[)~_AE-c ""l u.I osa. 

Cromatografía 

La resina fue lavada con HCl O. 5 N y NaOH O. 5 N, enjuagada 

con agua bidestilada, y postt"riormente empaquetada en columnas 

hechas con jeringas de plástico de 10 ó 20 ml. Las colunu-.as 

tueron o;,quilibradas c on el amortiguador de fosfatos 5 mH, EDTA 0.5 

mH pH ·1. 5 y se consideraron listas una vez que el pH de los 

eluatos fue igual al del amortiguador. La solución de proteínas 

que fue pasada por las columnas se preparó diluyendo 7.5 veces el 

extracto dializado con el amortiguador 5 mH. En cuanto la 

solución comenzó a pasar por las columnas, se inició la 

recolección de tracciones (de 3 ml para las colunu-.as de 20 ml 

y de 1.5 ml para las columnas de 10 ml) con un colector 

automático y conforme eluían se iba leyendo su absorbencia a 280 

nm • Cuando las proteínas terminaron de salir, se lavó la colunu-.a 

nma con el amortiguador de fosfatos hasta que la absorbencia 

de las fracciones fue menor de O. 1 lmidad; posteriormente, las 

proteínas retenidas fueron eluidas de la columna con amortiguador 

de fosfato de potasio 100 mH, EDTA 0.5 mM. pH 7.5. Las fracciones 

con 0.5 o más unidades de absorbencia a 280 nm (Fig. 8) se unieron 

y se dializaron contra 1 litro del amortiguador 5 mH, c on dos 

cambios, durante 

fue ajustarla con 

12 horas. Después de 

amortiguador Tris-HCl 
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q11Prlar a una conc enlr a c ión ti nal de '50 mM y 4 mM res pee ti vamerot. ""· 

E11 este paso de la extrac c ión sA cuantiti c ó la proteína total por 

el mét . • ~do de Lowry (S1: opes, 1982 J, utilizand•-. albómina de st1er•) 

de bovino (fracción V) c omo .;,st ándar. Ft nalm.;,nt e, a una alícuota 

del extracto se le ai'íadió la albómina de suero de bovino necPsaria 

par·a quedar al 1" y S<'> le midió su a•: t i vi dad de uni<5n .=il AMPc 

Csegún la metodología explicada par· a la cuantificación del 

nucleótido), haciendo varias diluciones con el amortiguador 

Tris-HCl ya citado. Una vez que se encontró la dilución en la cual 

la proteína unió el 55" de- la marca (cpm) del la 

mezcla de reacción, toda la proteína (excepto una alícuota de 1 

ml para el análisis electroforético, Fig. 9 ) se ajustó a esa 

concentración y se le ai'íadió la albúmina necesaria para quedar al 

1 "· 
Aquí la proteína fue di vi di da y liofilizada para su 

almacenamiento. 

La metodología descrita fue estructurada a partir de los 

trabajos de Tovey; et a l . , 1974; Gilman, 1970 y Walsh, 1968. 

VERIFICACION DE LA ACTIVIDAD 

Con el fin de det, erminar la calidad de la proteína 

semipur~ y para complement.ar la información del efecto de la 

glucosa sobre los ni veles de AMPc, se hicieron experiment .-.s 

con la metodología ya descrita pero utilizando esta vez 2-desoxi-
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Fig. 9. Electroforesis en gel de poliocrilomido-SDS ( Chuo, 1980), 
del extracto de proteína semipurificodo. En los carriles 
1 y 2 se observo el patrón electroforético de lo solución 
de proteína (en el carril 1 se corrieron 50 µg de proteí 
na total y en el 2, 25 µg). Los carriles 3 y 4 son repe
ticiones de los proteínas est6ndor; éstas fueron:«loctol
búmino (14200), onhidroso carbónico (29000), ovoalbúmino 
(45000), monómera de albúmina sérico de bovina (66000) y 

dímera de albúmina sérico de bovino (132000). En los ca
rriles 1 y 2 se señalo lo zona de bandeo en lo que esta
rían contenidos los subunidades delo proteína cinaso de
pendiente de AMPc (Tipos 1 y 11). 
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glucosa '5.':>6 mH. La cuantificación de los niveles de AHPc fue 

llevada a c abo util.izando la prc.teína obtenida o:-n lugar de la q11e 

t orma parte del lci t de determinación. De igual manera, se 

const ruy6 una curva d"" calibración con AHPc estándar y dentro del 

rango ya mencionado ( Fig. 7). 

NI VELES I NTRAESPERMA TI COS DE A TP 

I. Incubación de las células y extracción del ATP 

Se extrajo la muestra espermática de dos: ratas y se suspendió 

en 1. 5 ml de solución salina. A los 8 min aproximadamente, se 

tomaron 160 µl de las células y se fijaron en 1. 2 ml de agua 

bides:tilada hirviente; esta muestra fue considerada como el punto 

inicial de las: cinéticas: de producción de ATP. A los 10-15 min de 

realizada la suspensión, se t. omaron dos alícuotas de O. 64 ml de 

células y se ai"iadieron en forma simultánea a dos tubos conteniendo 

0.92 ml de medio Krebs-Ringer con y sin glucosa respec tivamente, y 

se incubaron a 37 e el a glu.: osa se trabaj,~ en las dos 

c onc entraciones cit.adas en la metodologia anterior). A l os 15, 3 0, 

45 y 60 seg y a los 5 min de la adición de los medios, se fijaron 

150 ~;! de cada muestra como ya se indicó. Inmediatamente desp11és 

de la fijación, lns tubos permanecieron dur·ante 10 min en un bai'io 

de agua en ebulli c ión y después fueron puestos en hielo; 
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posteriormente se centrifugaron a 10 000 rpm por 30 min en una 

centrífuga refrigerada. El S N fue 9uardado a -20-c para 

cuantiticar el ATP al dia siguiente y la pastilla se procesó para 

determinar el número de espermatozoi•1es. 

11. Cuantificación del ATP 

La cuantificación de los niveles intraespermáticos de ATP SP 

hizo por el método de la luciferina-lucit"erasa (Campos, 1990), 

utilizando un luminómetro Lab-Line. Para el .análisis de cada 

muestra, se tomaron 100 µl del SN y se vaciaron dentro de un vial 

que contenía 0.86 ml de amortiguador HOPS CHOPS 50 mH, KH
2

Po
4 

1 

mH, HgC1
2 

10 mH, pH 7.8) y 30 µl de extracto de colas de 

luciérnaga en agua bidestilada estéril (20 fhJ/ml), decant.ado. 

Después de agitar vigorosamente, a los 5 seg de iniciada la 

reacción se leyó la luminiscencia emitida. Se hizo el número 

necesario de repeticiones hasta que hubiese dos muestras con una 

diferencia máxima de 100 unidades de luminiscencia. Para conocer 

los niveles intraespermáticos de ATP, cada día de determinación se 

hizo una curva patrón con ATP estándar, abarcando de O a 50 

pmoles CFig. 10J. Los valor·es obtenidos se 

de ATP/100 millones de espermatozoides. 

HEDICION DEL CONSUMO DE OXIGENO ESPERMATICO 

calcularon en nmoles 

Se hicieron dos tipos de experimento, en el primero se extra-
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jo la m11estra de dos ratas y se sospendi•~ en 1. 5 ml de medio Kreh'i 

Ringe1- pH 7.4 sin st1st. rat_os; a l os 10 min S E' tomarc1 n 2 alít: 1.h:.tñ s 

de 1 ml y se pusieron a respira r s imultáneament. ,. en dos polar.~qra

tos. Cu.;indo SP- alcanzó la estabilidad, st- .;i ñ adi.,,ron al mi s mo t. i.Pm

po to µl de una solución con cent.ra .1a de sustratos fpiruvat. o-lac ta-

to,'.} una muestr·a y piruvat.o-l;\1: t .~t_ ü -qlnc: os a a la ot ra), que1:1 a r1d o 

éstos t?n las concentraciones trsuales. Cuandt) SI?. observ6 un 1:.onsumo 

constante, se a i'i adi ó en ambas mues t r· as un volumen de 1 O .u l de gl u

cosa concentrada. El procedimiento anterior fue repetido entre l os 

20-40 min tomando otra alícuota de la suspensión original. En el 

segundo tipo de experimento se suspendieron las células de dos 

ratas en 1 m1 de soluc ión salina, 10 min después se tomaron 50 ,u l, 

se añadieron a 4.5 ml de medio Krebs Ringer con y sin glucosa 5.5A 

mH y se pusieron a respirar en forma simultánea; una vez alcanzada 

la estabilidad se a ñ adí eron 1 O ~, 1 de glucosa c oncentrada. También 

aquí hubo renovación de las muestras en ambos polarógrafos entre 

l os 20-40 min de adición a los medios. Para los dos tipos de 

experimento se cal cul 6 el consumo como ¡.Jmol es de oxi geno /l 00 

nüllones de células/min. 

ANALISIS ESTADISTICO. 

Para los experimentos de cuantificación de AMPc y AT!-', 

se empleó la prueba estadística t_ de Student para muest.ra5 ri ~ · 

pareadas. 
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l<l::SULT AOOS 

Movilidad Espermática 

Las muestras espermáti c as tuvieron si empre un por cent a je 

relativamente alto (hasta del 30") de células inmóviles. 

Se observó que las muestras con c alidad (elevado porcentaje de 

movilidad) eran proporcionadas por los animales con mayor pes o . 

En lo referente al inicio de la movilidad, est.e se pr.,sentó 

en todos los casos alrededor de los 10 seg de contacto con 

los medios (solución salina y Krebs Ringer con y sin glucosa). 

Durante la iniciación de la movilidad las células se 

disgregaron lentamente, formando inicialmente rosetas. que son 

agrupaciones en las que los gametos se encuentran unidos por la 

cabeza (fig 11). El tiempo de permanencia de las células en las 

rosetas fue también igual para todos los medios C 7 minutos 

aproximadamente). 

Por lo que respecta a los patrones de movilidad, el 

espermatozoide de la rata mostró bási c amente tres tipos: 

1. Movilidad ondulatoria. 1:.1 flagelo se flexionaba s•Javemente 

hac ia diferentes direcciones (fig. 12a). 

2.Movilidad vi brat. oria. El tlagelo permanec i ó extendido, 

flexionándose muy levemente y batiendo también hacia varias 

dire•:c. iones (fig. 1 2 b.>. 

3. Movilidad t.etanizada. El tlagelo se most. ró flexionado pero 

riyido en una sola posi c i ó n; la c élula se movía •1ando varios 
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Fig. 11. Roseta de espermatozoides formada durante 
el inicio de movilidad en el medio RK (téc
nica de campo oscuro, 100X). 
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golpes hacia una rli ¡- P CC i •:'.>n para de <; pués y 

avanzando de jgual manera sólo que en posición inv.,.rt.i.•1a. lr• 

este caso el impulso para La movilidad apar.,.ntem.?nte ,;,ra g>?n>?

rado en la part_e proximal del tla9elo < 12c ). 

Las células inc ubadas en solución salina presentaron un 

patrón de movilidad ondulat, orio lento. La movilidad se mantuvo 

durante una hora de incubación aproximadamente; después de est-e 

tiempo el 100~ de la población se inmovilizó. Los espermatozoides 

que estuvieron en contacto con la 2-desoxiglucosa most.raron al 

inicio una movilidad similar a la de las células incubadas en 

solución salina, pero fue haciéndose cada vez mas lenta, de tal 

modo que a los 5 minutos toda la población se inmovilizó. 

Entre las células incubadas en los medios con y sin glucosa 

se notó lo siguiente: durante el inicio de la incubación de ambas 

muestras Cen la fase de rosetas), se presentó el movimiento 

vibratorio, la única posible diierencia en este momento es que en 

el medio con glucosa la movilidad parecía ser más rápida y con 

un ángulo de flagelación menor; sin embargo esta apreciación 

puede ser muy subjetiva. En cuanto las células de ambos medios 

se liberaron, se presentó tanto el patrón ondulatorio como el 

tetanizado. El movimiento ondulatorio se diferenció al presentado 

por las células incubadas en solución salina en que en los medios 

fue más rápido. En las muestras con glucosa predominó al 

principio el tipo tetanizado, pero durante la primera hora 

de incubación, la población espermática pasó hacia el ondulato-
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Fig. 12. Patrones de movilidad del espermatozoide de r nt a: a) ondula
torio , h) vihratorio y c)tetanizado. 
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r· in. En este tiempo, la movilirlad en el medl.o sin gluc osa 

! ue pr i nci palment e o ndulatoria con ocasionales movimient: üS 

t et ani za dos. Hacia las 5 horas de incubación (tiempo de 

capacitación) ambas muestras presentaron una movilidad ondulatoria 

y un desplazamiento con mayor velocic1ad y en progresión lineal, a 

diferencia de la movilidad inicial, en la que las células se 

movían al azar. 

En resumen, las figuras formadas por los espermatozoides 

incubados en los medios Krebs Rl nger con y sin glucosa son muy 

semejantes en cada uno de los patrones mótiles. Esto puede apre

ciarse en la t igw-a 13, en la que se muestra cómo la postura del 

flagelo y el ángulo de ondulación son similares en ambas muestras, 

que se mueven en forma ondulatoria. 

NI VELES DE AMPc I NTRAESPERMA TCO 

Los resultados obtenidos en los esper.atozoides 

incubados con glucosa se muestran en las figuras 14 y 15. Se 

encontró que al igual que en otras especies, el espermato-

zoide de la rata también presentó una elevación significativa CP 

< 0.05) con respect-o al nivel basal ( c élulas en NaCl), durante los 

primeros segundos de incubación en los medios Krebs Ringer con y 

sin glucosa. Est. a elevación se vio incrementada adicionalmente en 

forma signi f icat. i va, por la presencia de la hexosa cuando se 

adicionó en la concentración 5.55 mM CFig 14); la glucosa 50 µM 
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Fig. 13. Las flechas señalan células con movilidad ondula
toria incubadas en los medios RKG (fotografla su
perior) y RK (fotografla inferior). Nótese la si
militud que hay tanto en la amplitud como en la 
forma de flagelación (técnica de campo oscuro 100X). 
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no fue capaz de promover un efecto siflllilar CFig 15). Entre los 30 

y 60 seg de incubación se presentó un segundo pico, que en el caso 

de las muestras incubadas con glucosa concentrada fue casi tan 

alto como el pico inicial. En el medio sin glucosa esta s egunda 

elevación fue .enor pero aún significativamente lftayor CP < 0.05) 

que el basal Cfig 14). En la fig 5 se aprecia el segundo pico a los 

45 seg de la incubación, pero es muy peque~o en coinparación con el 

pico inicial, y sólo el de la 1111Uestra incubada con glucosa 50 flM 

es significativa111ente aayor con respecto al basal. La elevación en 

el contenido del AMPc fue seguida de una caida, que hacia 

los 5 minutos de la incubación llegó a valores cercanos al nivel 

basal del nucleótido. 

Las c4lulas incubadas con 2-desoxiglucosa se co111pOrtaron de 

lftanera silllilar a las de glucosa 50 µM: tuvieron, al igual que 

su control, una elevación inicial significativa en comparación 

con el basal, seguida de una caída. Al igual que la muestra de 

glucosa 5.56 las c4lulas incubadas con la 2dglucosa 

presentaron un segundo pico de igual magnitud que el primero, sin 

embargo, no fue diferente de los niveles de AMPc del control sin 

la hexosa (figura 16). 

NIVELES INTRAESPERMATICOS DE ATP 

Durante el primer lllinuto de la incubación, los niveles de ATP 

cayeron en forma significativa CP < 0.05 contra el basal en NaCl). 
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f.nt 1· e 1 os 1 •:; y los 4':i se9 se obsPr vó una l i. qer a r .-.:: uper a·~ i •'•n, P""r •) 

la c aída continuó posteriormente. El d.;,scenso en el AU' sigui,~ 

observándose ent.re el p1·imero y el quinto minuto , per o de una 

manera más suave. 

Este comportamiento en el contenido de ATP fue constante 

en todas las muestras estudiadas, y no hubo diferenc ia en la 

concentración de ATP mostrada por los espermat.ozoides 

incubados con gluc osa y su control carente del carbohidrato. 

( t i gs 1 '1 y 1 8) • 

CONSIJMO VE OXlGENO 

La Redición del consumo de oxígeno fue hecha a dos tiempos, 

durante los primeros 40 min de incubación en los medios. Como 

puede apreciarse en el cuadro 1, la glucosa añadida 

simultáneamente con el lactato y el piruvato no tuvo un efecto 

consistente sobre la velocidad en el consumo de oxígeno, ya que 

promovió tanto estimulación como inhibición, o bien, c omo se 

indica en el cuadro 2, no causó ningún efec to. No se observó una 

relación inversa entre el número de células y el consumo de 

oxigeno. Tampoco se presentó el efecto Crabt ree en ninguna de 

las c ondi c iones experimentales: c uando la gluc osa fue a ñadida 

desde el princi pio junto con el piruvato y el l acta t. o, ni cuando 

se aiiadió en forma tardía a células preinc ubadas con piruvato y 

lac tato <Cuadro 2J. 
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CUADRO 1. Efecto de lo odici6n temprano de glucosa simul
t6neo con piruvoto y lactato, sobre el consumo 
de oxigeno. 

Exp. 
No. 

II 

111 

11 

111 

Tiempo de volo 
roci6n (min).-

10 - 20 

20 - 40 

cons umo de O 
nmoles /10 célsfmin 

KRPL KRPLG 

154.96 190.49 

55 .1 7 84. 10 

89.26 65.92 

143.94 99.44 

62.65 75.89 

52.30 13 5 .48 

vel oc i dad de con 
sumo en KRPL G X l OÓ 

K"RPL 

122. 93 

152.44 

7 s. 8 5 

69.08 

121. 13 

259.04 

Los espermatozoides (2 - 8 X 10 6 céls/ml ) se incubaron en l os medi os indi 
cados. El consumo de oxígeno se valoró poro codo muestro o los tiempos se 
Rolodos a partir del inicio de lo incuboci6n, en formo simult6neo. Lo glu 
cosa se empleó o uno concentraci ón final de 5.56 mM. 
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CUADRO 2. Efecto de lo odici6n tardío de glucoso sobre 
lo velocidad respiratorio de los espermotozo! 
de lo roto. 

Exp. 
No. 

11 

!!! 

IV 

8 Consumo de o
2 

(nmoles/ 1 x 10 céls/min) 

sin glucosa 

154.96 

55. 17 

97.76 

65.92 

añadido lo glucosa 

212.98 

68.89 

97.76 

55.71 

• % de es-
t imu l oc i 6n 

37.91 

24.87 

o.o 
-15.94 

los células (2 - 6 x 10 6 /ml) se incubaron en el medio 
sin glucosa y se registr6 el consumo de oxlgeno. Alre
dedor del minuto 15 de iniciado lo incuboci6n se aña
dió glucosa (concentroci6n final de 5.56 mM) y volvi6 
o registrarse el consumo. 
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DISCUSION 

Con el fin de discutir los r e s ul t ado s obtenido s , es 

necesario considerar que la cuantificación de ATP, AMPc y consumo 

de oxigeno se hizo en muestras de c élulas previamente suspe ndidas 

en solución salina, por tanto, no puede hablarse de que los 

eventos observados correspondan a la iniciación o readquisi c ión de 

la movilidad, sino al inicio de la inc ubación en presenc ia d e 

sustratos exógenos . Se trabajó con este tipo de muestras ya que se 

tenia que partir de una suspensión homogénea para que los 

sustratos llegaran al aislllO tie111po a toda la población espermática 

pero en el caso de la rata, esto no fue posible debido a la alta 

densidad del plasMa epididimal. Adelllás de lo anterior, los 

espermatozoides fueron incapaces de soportar los lavados que 

usualmente se llevan a cabo en otras especies para depletar la 

movilidad y elillli.nar los co111ponentes del plasma epididimal (es t o 

para el caso de que se hubiera deseado trabajar con readquisición 

de la llk>Vilidad). 

Por otra parte, es necesario dar explicación al hecho de que 

en ocasiones la desviación estándar sea demasiado grande en los 

experimentos de cuantificación de metabolitos <~r val ores 

experimentales en el apéndice). En el laboratorio donde fue 

realizado el trabajo se ha observado de manera consistente que el 

espermatozoide del cuyo presenta una gran varia b ilidad 
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biológica, además de que es posible que los estados de madurez d e 

las células obtenidas varíen aún dentro de la misma región. Por 

ejemplo, los gametos de rata se obtuvieron de la cauda del 

epidídimo, pero tomando en cuenta la longitud de esta zona, 

puede haberse obtenido una mezcla de células c on di f erentes 

estados maduracionales, lo que podría traducirse en ligeras 

variaciones del metabolismo. Finalmente, la técnica de 

c uantificación de células aquí utilizada es más precisa que la 

usada de manera convencional por la mayoría de los autores, ya que 

se puede conocer de manera directa el número de células por la 

cantidad de DNA presente en una muestra; sin embargo, en el caso 

de las muestras obtenidas de la rata, como ya se mencionó, fue 

consistente el elevado número de células inmóviles, que también 

fueron contabilizadas y por tanto consideradas cuando se hizo el 

c~lculo final. 

MOVILIDAD 

La movilidad presentada por los espermatozoides incubados en 

soluc ión salina indica que la célula utiliza sust r a t os 

endógenos así como las sustancias presentes en el plasma 

epididimal, probablemente glicerilfosforilcolina, ya que no se 

han encontrado carbohidratos Cni productos metabóli c os de los 

mismos) o algún otro lípido oxidable (Jones, 1978). También los 

elevados niveles de ATP del espermatozoide pueden participar en el 
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sostenimiento de la movilidad en la solución salina. Hacia los 60 

min de incubación, las células se inmovilizaron posiblemente 

por haberse agotado los sustratos y la reserva energéti c a. 

Respecto al tipo de movilidad observada (ondulatoria muy 

lenta), la baja velocidad puede explicarse ya que se espera que 

el metabolismo sea menor que el presentado por las células 

incubadas con sustratos exógenos adicionales, 

pH inestable pero tendiente a la acidez, 

así como por el 

que caracteriza a 

la solución salina. Chulavatnatol en 1982 reportó que el 

espermatozoide de la rata era capaz de mostrar una buena 

movilidad al ser incubado en cloruro de sodio amortiguado con 

fosfato de potasio, con pH en un rango de 4 a 8; sin embargo, es 

necesario mencionar que en la literatura los autores pocas 

veces aclaran los criterios que toman para calificar de buena o 

mala a la movilidad. En el estudio referido el objetivo fue 

determinar el efecto de varios factores sobre la iniciación de la 

motilidad, por lo que puede suponerse que lo que se evaluó fue la 

presencia o ausencia de la misma; por otra parte, debe tomarse en 

cuenta la posibilidad de la estimulación de la adenilato 

ciclasa por el potasio del medio de incubación CMorisawa e Ishida, 

1987). 

La evaluación de la movilidad de las muestras incubadas con y 

sin glucosa indica que no hay diferencias aparentes entre ambas, 

pero sí hay un cambio en el patrón observado a lo largo de la 

incubación, independientemente de que el medio contenga o no 
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a la hexosa. Estas observaciones sin embargo, no permiten decir de 

•1na manera tajante que la glucosa no modifique de alguna manera 

(directa o indirecta) la movilidad durante el proceso de 

capacitación. Para hacer una aseveración semejante, deben tomarse 

en cuenta parámetros cuantitativos como son: velocidad de 

desplazamiento, direccionalidad, amplitud de flagelación, et c ., 

pero que requieren de una infraestructura (aparatos) con los 

r.uales no se contó para hacer este trabajo. Lo que sí pode11K>s 

afirmar, es que de haber efecto de la glucosa, no es tan evidente 

como el que se ha observado en las células del cuyo. 

El efecto de la 2-desoxiglucosa C2dglucosa) sobre la 

movilidad apoya lo citado en relación a un efecto indirecto del 

metabolisl1K> de la glucosa sobre la movilidad. La 2dglucosa es 

fosforilada por la hexocinasa pero no es capaz de continuar su 

escisión CMann.y Lutwak-Mann, 1991) y por tanto inhabilita a la 

célula para obtener energía a partir de la glicólisis. Ford y 

Harrison , y Ford, e t al . en 1981, reportaron el efecto de la 

6-cloro-6-dglucosa sobre el metabolis11K> y la movilidad d el 

espermatozoide de la rata, al administrar el carbohidrato tn vi vo . 

Los autores encontraron que los espermatozoides de los animales 

tratados con la hexosa, al ser extraídos e incubados en medio con 

glucosa mostraron un inicio de movilidad normal p e ro con una 

duración muy breve . Asimis11K>, la glicólisis se vio afectada en la 

actividad de varias enzimas y como consecuencia se presentó una 

acumulación de intermediarios. La presencia de piruvato y lactato 
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en el medio de incubación abatió el efecto anterior. La 

explicación encontrada es que la 6dglucosa causó una lesión 

metabólica que se evidenció en presencia de glucosa ya que las 

fallas fueron atribuidas al reciclaje fútil de sustratos que 

consiste en la fosforilación de 

fructosa-6-fosf ato, seguida de su 

la glucosa y 

defosforilación 

de 

sin 

la 

el 

aprovechamiento de la energía liberada. El reciclaje de sustratos 

se traduce en un gasto excesivo de ATP lo que contribuye a un 

declinamiento en la carga energética de la célula. La oxidación de 

lactato y piruvalo no se vio afectada por el tratamiento con la 

6dglucosa. Bajo nuestras condiciones de estudio los resultados 

fueron diferentes, la movilidad se inició normalmente en las 

células incubadas en medio con piruvato, lactato y 2dglucosa pero 

se inmovilizaron en un breve tiempo. Atribuimos el hecho de que ni 

el láctico ni el pirúvico hayan podido contarrestar el efecto de 

la 2dglucosa como observaron Ford y sus colaboradores con la 

6dglucosa, a que ellos dieron tratamiento a los animales por vía 

oral, y aún cuando el tiempo de tratamiento fue relativamente 

largo, la dosis fue muy peque~a (120 µmol/kg/dia durante 14 días). 

A diferencia de ellos, 

carbohidrato en una 

nosotros trabajamos tn 

concentración de 5.56 

ut tro y 

mM, por 

con el 

lo que 

suponemos que el efecto fue demasiado drástico. En esta parte del 

estudio se apoya lo propuesto por los autores en relación a que la 

glicólisis tiene para el espermatozoide de la rata un papel 

adicional a la simple producción de pirúvico, láctico y ATP, ya 
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que a pesar de ser Wla célula oxidativa, requiere de la glucosa 

para poder fecWldar al óvulo. Nosotros encontra111Ds que una falla 

en la glicólisis atín en presencia de los sustratos oxidables, 

conduce a la célula a la inmovilidad y por lo tanto, a la 

incapacidad de fertilización. Sin embargo, en Wl trabajo posterior 

(Ford y Harrison, 1987), ellos explicaron que el efecto nocivo 

podría deberse a una correlación entre el reciclaje fútil de 

sustratos y el efecto Crabtree Cno determinado por ellos) pero de 

acuerdo a nuestros resultados, el espermatozoide de la rata no 

presenta este fenó111eno. El efecto de la 2dglucosa sobre el AMPc 

será discutido ~s adelante. 

NI VELES DE ATP 

Atribuía.>s la caída en el ATP durante el inicio de la 

incubación a que el nucleótido es altamente requerido en esta fase 

por los eventos de inicio de 111Dvilidad, fosforilación de 

sustratos, síntesis de AMPc y el mismo reciclaje fútil que se 

considera espontáneo en el espermatozoide cuando se incuba en 

presencia de glucosa CHammerstedt y Lardy, 1983). De esta manera, 

el espermatozoide de la rata produce ATP por la vía oxidativa (se 

verificó su consuino de oxígeno), pero al parecer la demanda es 

mayor que la producción por lo que la cinética muestra una baja en 

los niveles del nucleótido. Consideramos que este 

co111p<>rtanl1.ento del ATP se debe a que en la rata los valores 
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iniciales del nucleólido son muy altos comparándolos con los del 

cuyo CFrenlcel, et al., 1973; Campos, 1990) o en el hámster CWhite 

y Aitken, 1989), y en el caso del primero, bajo las condiciones de 

estudio lo que se observa es un increirento en el ATP cuando la 

célula se incuba con glucosa <Campos, 1990). Creemos que en el 

esper.atozoide de la rata los niveles basales tan elevados 

permitan tener el brusco descenso que observamos sin necesidad de 

incre..entar la velocidad de producción del ATP para que 

ésta supere a su consumo. En cuanto a la falta de efecto de la 

glucosa sobre los niveles de ATP Caún en el comportamiento de 

descenso), supone1110s se debe a que la célula mostró ser más 

oxidativa y en allllbos ..edios de incubación estuvieron presentes 

el lactato y el piruvato, y si bien la presencia de la hexosa pudo 

haber causado un mayor gasto de ATP por el reciclaje de sustratos, 

este fenó-no no fue lo suficientemente intenso como para marcar, 

por sí solo, diferencias significativas. 

CONSUMO DE OXIGENO 

Los resultados obtenidos en los experimentos de consumo de 

oxígeno indican que el espermatozoide de la rata presenta un 

metabolislllO oxidativo, ya que las muestras fueron capac es d e 

utilizar los sustratos exógenos del Medio. Se ha reportado que la 

tensión de oxígeno en el dtero de la rata es de 25-40 nvn Hg, 

valores superiores al m.ínilllO necesario para que tn vtvo, el gameto 
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pueda obtener energía por la vía del Ciclo de Krebs CHann y 

Lutwak Hann, 1981). 

Consideramos que en la célula no se presenta el efec to 

Crabtree ya que la adición tardía de glucosa fue en la mayoría d e 

los casos incapaz de causar inhibición alguna. Las variaciones en 

la respuesta a la glucosa pueden deberse al efecto de la agitación 

sobre la integridad de las células Cen el caso de la inhibición) o 

a la disgregación de algún grumo no bien suspendidio Cen el caso 

de eslimulación), pero como ya se dijo, no hubo un efecto 

consistente sobre el consumo. En las células tumorales el efecto 

Crablree es producto de la falla de 

sonetidas CLyon, et al., 1988). 

oxigenación 

por lo que 

al 

las 

que se ven 

condiciones 

favorables que se presentan al espermatozoiode de la rata pueden 

explicar satisfactoriamente el porqué no presentan el citado 

fenómeno. Nuestros resultados en el consumo de oxígeno son 

congruentes con lo obtenido en el ATP ya que al no presentar la 

célula el efecto Crabtree tampoco hay diferencia en lo que se 

refiere a la oxidación de sustratos en presencia de glucosa. 

Por otra parte, los resultados indican que no hay efecto de 

la densidad celular sobre el consumo de oxígeno a las 

concentraciones ensayadas; el efecto de dilución es evidente 

cuando se trabaja con concentraciones de un orden de diferencia 

CCardullo y Cone, 1986) y nosotros en general trabajamos dentro de 

un corlo rango. Finalmente, las muestras presentaron un consumo de 

oxigeno similar al ser incubadas con KRPL y ICRPLG, esto es 
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explicable porque la gluc osa es f i nalmente e s c indida hasta á c idos 

pirúvi c o y láctico, y tomando en c ue nta que el e spermat.o z o ide 

tiene una vía oxidativa activa, 

c onsiderados como equivalentes . 

ambos tratamient o s pue den ~e 1-

NIVELES DE AMPc 

El AMPc se presentó en cantidades signi f i c ativamente mayores 

en las células incubadas con glucosa cuando se probó a una 

concentración de 5.56 mM. El efecto no parece ser atribuible a que 

la presencia del carbohidrato genera una mayor cantidad del 

precursor del nucleótido cíclico, ya que las cinéticas de ATP 

indican que no hay diferencia entre los tratamientos con y 

sin glucosa. Este razonallliento nos llevaría a pensar que el 

increll8nto en los niveles de AMPc por la glucosa se da al margen 

de los procesos energéticos, sin embargo, los resultados obtenidos 

en las células incubadas con la 2dglucosa, 

estimulación adicional cuando la hexosa 

en las que 

se probó 

concentración de 5.56 mM indican que la glicólisis 

no 

en 

hay 

la 

guarda 

relación con la elevación del AMPc espermático. Por ot r a parte, e l 

hecho de que la glucosa 50 µM no fuera capaz de causar la 

estimulación sugiere que el efecto (al nivel que suceda) tiene u n 

c arácter dosis-dependiente. El efecto positivo de la glucosa s o b re 

el AMPc intraespermático no ha sido reportado por ningún ot1-o 

grupo de investigación; sin embargo, existen antecedentes de 
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P.stimulación de la adenilato ciclasa por glucosa en Saccharomyces 

c ereui siae CMazón, et al., 1982; Eraso y Gancedo, 1985). El 

mecanisnn propuesto es a través de la activación de la adenilato 

ciclasa durante el transporte del azúcar ; la glucosa permeasa 

actuaría conn receptor del carbohidrato y el grado d e estimulación 

de la ciclasa dependería directamente de la saturación del 

receptor. Esto permite explicar porqué el e fecto se da sólo cuando 

la glucosa tiene una mayor concentración. Eraso y Gancedo probaron 

además otros azúcares para ver si el efecto dependía del 

meta bol i snn, y encontraron que los azúcares metabolizabl es 

pronnvieron una elevación seguida por un descenso que se mantuvo 

en un nivel estable, del doble del valor basal del nucleótido. Los 

azúcares fosforilables pero no metabolizables tuvieron efectos 

diferentes, entre ellos, la 2dglucosa ocasionó una muy leve 

elevación del nucleótido, sin el pico temprano. Al igual que el 

anterior, este resultado explica la falta de efecto de la 

2dglucosa sobre el AMPc del espermatozoide de la rata. Si bien es 

cuestionable la validez en las comparaciones hechas anteriorment e 

dadas las diferencias existentes entre la levadur a 

espermatozoide, 

gameto de otra 

la carencia de otros 

especie, así conn 

hallazgos similares 

el desconoc imiento 

y el 

en el 

de los 

factores reguladores de la adenilato ciclasa espermática, nos 

permiten aventurarnos a pensar que en el espermatozoide puede 

presentarse un fenómeno análogo al que sucede en la levadura. 

út,ra explicación posible al fenómeno es la que nos brinda la 
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hipótesis propuesta por Pall en 1984, donde indica que los 

mecanismos de acción del AMPc han sido ampliamente conservados e n 

la escala evolutiva, y que la estimul ación del AMPc a la 

glicólisis observada en algunos organismos unicelulares puede ser 

extrapolada a las células de animales superiores. En este caso, la 

presencia de la glucosa podría inducir la mayor producción de AMPc 

para de esta manera acelerar la descomposición del sustrato hasta 

piruvato y lactato. 

Finalmente, cabe la posibilidad de que la glucosa 5.56 mM 

pero no la 50 µM promueva una elevada producción de ATP y que 

éste sea de inmediato transformado en AMPc; de esta manera las 

muestas incubadas con glucosa en elevadas concentraciones tendrían 

cantidades mayores de AMPc pero los niveles de ATP serian iguales 

a los de su control sin glucosa. 
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CONCLUSIONES 

t. El espermatozoide de la rata no adquiere (por lo menos de 

manera evidente) un patrón de movilidad específico al ser 

incubado en presencia de glucosa. 

2. El tiempo de iniciación de la movilidad no se ve afectado por 

el medio de suspensión de las células (solución salina o 

medio de cultivo con y sin glucosa). 

3. Durante el inicio de la movilidad se presenta en el 

espermatozoide un descenso en los niveles de ATP, 

igual que en otras especies, 

intracelular. 

un incremento en el 

y al 

AMPc 

4. La presencia de la glucosa no atenúa la caída del ATP 

intraespermático, tal vez porque los niveles elevados del 

nucleótido no lleguen a un nivel crítico para la célula y por 

tanto, no haya requerimientos energéticos emergentes. 

5. La glucosa promueve una elevación adicional en los niveles 

del AMPc durante los primeros segundos de la inc ubación. No 

es claro si el efecto de la glucosa está relacionado con el 

metabolismo esperlllá.tico. La estimulación de la adenilato 

ciclasa posiblemente esté relacionada con el transporte de la 

75 



hexosa al interior de la célula, o bien como una estrategia 

para acelerar la descomposición del carbohidrato. 

6 . El espermatozoide de la rata tiene metabolismo oxidativo 

que no se ve inhibido por la presencia de glucosa; es decir, 

no presenta el efecto Crabtree. 
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CONTENIDO DE ATP 
(moles/ 1 x 108céls.) 

Muestra Tiempo glucosa 5.56mM glucosa 50).JM 

Basal o 65.29 + 9.12 6 7 . 84 + 2 4 . 7 4 

RK 15 seg 44.98 + 14.31 64. 14 + 1.03 

RKG 15 seg 45.64 + 16.35 53.30 + 13.68 

RK 30 seg 44.19 + 13.69 60.76 + 23 .97 

RKG 30 seg 44.30 + 10.21 50 . 72 + 29.77 

RK 45 seg 39.79 + 15.90 44.30 + 28.16 

RKG 45 seg 39.44 + 13.76 52.96 + 11.09 

RK 60 seg 41.15 + 17 .69 44.08 + 13.27 

RKG 60 seg 38.47 + 16.05 39.89 + 24.92 

RK 5 min 34.55 + 32.65 29.13 + 3.25 

RKG 5 min 42.02 + 14.26 29.81 + 1.08 -

Cuadro 3. Valores obtenidos durant.e las determinaciones de 
ATP. Los valores de los experimentos con glucosa 

SO uM son la media de 3 experimentos y los oLteni 
dos con glucosa 5.56 oM, de 5 detenninacioncs. -
Cada valor se representa ~ su desviacioo estandar. 
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r.i.testra 

Basal 

RK 

RKG 

RK 

RKG 

RK 

RKG 

RK 

RKG 

RK 

RKG 
- ···· 

Tiempo gluco.sa 5.56 oM glucosa 50 ~ 2dglucosa 

o 0.38 .±. 0.37 0.80 .±. 0.34 o . 66 + 0.08 

15 seg l.44 .±. 0.51 l.08 .!. 0.73 l. 25 ±_ 0.17 

15 seg 2.07 .±. 0 . 67 l.13 .±. 0.67 l.26 .!. 0.30 

30 seg 0.99 .!. 0.43 0.92 .!. 0.32 l.13 .!. 0.14 

30 seg 1.80 + 0.62 - 0.94 ±_ 0.18 0.95 .!.•0.10 

45 seg 0.90 .±. 0.20 0.85 .±. 0.21 l.10 .!. 0.35 

45 seg 1.93 .±. 0.74 0.93 .!. 0.35 l.24 ±_ 0.15 

6o seg 1.07 .±. 0.45 0.72 .!. 0.22 l.05 .!. 0.18 

6o seg 2.04 .±. 0.58 o.88 .!. 0.30 0.85 !. 0.20 

5 min 0.47 .±. 0.41 0 . 70 .±. 0.48 0.71 ±_ 0.09 

5 min o.6o .±. 0.42 0.81 !. 0.29 0.57 .±. 0.06 

Cuadro 4. Valores obtenidos de los experimentos de 
J\MPc i.ntraespermatico. Cada valor es la 
media + su desviacioo estandar y esta da 
do en limoles de IHPc/1 X 10 celulas. -
Los experimentos realizados con glucosa 
5. 56 oM tuvieron 5 repeticiones y los de 
glucosa SO t..i y 2dglucosa (5.56 oM), 3. 
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