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Los glicosaminogli~~nos son p~lí~eros rectos compuestos de u-

nidadas dis;j.cárid;.1.s repetitivas consistentes en una hexosami-

naN-acetil<ld<:1., con excepción del heparán sulfato y la. hepari-· 

na donde la hexosamina también puede encontrarse N-suli'atada, 

y un ácido hexur6nico, el c1.tal se encuentra desplazado por la 

galactosa en el queratán.sulfato. En los glicoeaminoglicanos, 

·e:xceotuando. al ácido hialar6nico, los grupos hexosa.minil están 

esterificados con grupos sulfc;1.tos ya sea en posici6n 4 o 6. 

Las uni.dades disacáridas repetitivas se unen por medio de Wl 

enlace hexosami.n!dico al grupo hexuronídico del siguiente di-

sa.cárido, de tal manera que las .ca.de.nas de carbohidratoa con-

sisten en a.nidadas hexuron!dicas y hexosami.nídicas alternadas 

. {l.). 

· La presencia de grupos carboxiloa y/o sulfatos en cada Wlidad 

disacárida confiere a las cadenas W1 fuerte carácter poliani6-

nico, carácter que·detennina en gran. parte sus propiedades ~í-

sicas e influye considerablemente en su interaccidn co.n otras 
. - - . 

moléculas. La denoidad de carga varía desde uno por disa.cá--

rido, como en el ~cido hialur6nico, hasta un máximo de cuatro 

en la hepa.rina qué pLtede. contener 4~sta. tres grtJ.pos su1f'atoa 
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y u.n ~upo c3.rboxilo en c:..t.d:;t disacárido {2). 

De la evijencia estructural y de l~s investigaciones acerca 

de St.t biosíntesis, se deduce que nvrrn;.;l.lmente los ,~licosamino:­

glicanos no .se presentan . .!.!!~ como cadenas polisacárid..iS -

1ibres, sino como PROTEOGLICANOS en los que muchas cadenas de. 

polisacáridos están unidas ~ una moléct.tla de proteína por me-

dio de enlaces covalentes específicos, dando lug.:lr a moléculas 

complejas de mt.tlticadenas que constituyen polielectro1itos a1~ 

tarnente. cargados y de gran peso molecular. De hecho, la mayo­

ría de los conocimientos actuales acerca de la estr11ctura, -­

distribución, bios!ntesie y degradación de los glicosa.mino.gli­

canos se ha obtenido con péptido-polisacáridos (2, 3). 

El nombre de proteoglica.no .viene a remplazar los términos co­

mo complejo proteín;..polisacárido y condomucoproteína, que se 

han aplicado a v~rias prepar:3.ciones de glicosamino}Slicano y 

proteína en formas mal definidas de asoci~ción covalente y no 

covalente {2). Con la posible excepción del ácido hialur6ni­

co, que puede obtenerse de l.a mayoría de los te.jídos y fl11i-­

dos ·en al.ta ~roporci6n sin necesidad de orote61isis y en el -

ct!a1 la existencia de un enlace estable '3. l.:i proteína· es a1ín 



cuestiondble, la evidencia conclusiv~ es que los glicosa~ino-

'.glica.nos existen cova.lentemente ligados auna molécula de -­

proteína, dando lugar: a la introducción del .t'ermino prot.,o-• 

·. glicanós para nombrar a esta f'amÜiá de moléculas en la~ qae 

proteína y glicosaminoglic!lnos están. unidos por enJ.ac~s cova'-

lentes (1, 2). · 

. El'. tipo. más común .cíe . enlace covalente • carbohld.rato-prote!ná 

. . ·" , .) ' 
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encontrado· en los gl.i,qoswáinoglicane>s .es un. etl.lace 0-glu.coaí- · 

,dico entre el hidroxilo de ia serina y lá,:xil.osa de la "unidad 

trisac!Ú'ida típica galactosil;..;gal<lctosil...;:x:ilosa •. Taznbién :se 

ha establecido pó:r m.edio de hidr61isis diferencial que la re-
' . -' ' ' 

·• gión de enlace tiene la secllencia 0-ser.i.na-~i1osa-galactosa• 

ácido f:lucUrónico. Esta secuencia constitay~ la regi6n de -
,, . . 

enlace preponderante, aunque no la única, de 1os gl.icos~i110-

glicanos, con excepción del queratán sulfató (2,3). 

Los glicosaminoglicanos presentaa un 'amplio patr6n de distri- .. , 

bu.ción en los. tejidos de .los· mam!.f'eros. y de los verte bracio& 
-

en s;eneral (2, 4). Se les .~ncuent'ra principti!-:Ímente en el te­
jido conectivo constituyendo la s1.1stancia intersticial ex~ra­

cel11lar Y" conio compq,rien.tes estru.c't~rales pririci,pa.les de l.as < 
j ~·. < .. ,., ·;·· -_:· .... 

•cubiertas. celular~s'.; '(Au.riqUe se localizan en may~r pr6porci6n 
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en cartílago. los glicosd.minoglic.:l.!los están t~~bién presentes 

en hueso, piel, c6rnea, humor vítreo, p~redes de VdSos sanguí-

.ne OS de va.rías tallas y vál V U.las cardiac 'lS ( 5 ) 0 

· Asimismo, 1os glicosaminoglicanos se han extraí:io de diversos 

6rga.nos - cerebro, íleon, mcisc11lo, bazo, pulmones, ést6!lla"1;o, 

corazón, ·hígado, riñón y útero - encontrándose que en cada uno 

tiene una compoaici6n característica, difiriendo unos de otros 

e.a el tipo, l.a cantidad rel:ativa y el peso mol.ecu1ar. Paral.e-
,_: 

l.ame.nte se ha demostrado que el mismo tejido de diferentes ma-

míhros presenta l.os mismos tipos y proporciones de glicosami-

noglicanos, aunque con diferentes pesos molec11lares (4, 6, 7). 

La distribución de l.os glicoaaminogl.icanoa no se restringe so-

1amente a los tejidos, tambi~n se .les ha encontrado &n el sue-

ro sangil!neo, líquido sinovial, l!q1.iido folicular, 1 i'.quido a'!I-

.ni6tico y orina (8, 9, 10). 

La ·información acerca de la funci6.n biol.6gica de los ~licostt111i-

noglicanos yde sus complejos proteicos es escasa (1). Dado 

el carácter po1ia.ni6nico de los gl.i.cosami.noglicanos y los. pro~ 

teoglicarioe, estos biopolímeros interaccionu.n con diversidad 
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de molécul<:1.s ta.les como iones inorgánicos, alquilamind.s, al-

cu.loidés, amin<:ts biov,é:lica.s y proteínas-(2). 

Como componentes estructurales básicos de la matriz _interca~_ -

- lular del tejido conectivo, los glicosaminoglicanos forman -
. . . ' . 

redes ramific~das que dan faerza y aostéh _a l.oe tejidos; p11e-

den- ftlllciÓnar com~ barreras selectivas para la diftJ.ei6n de -

_iones inorgánicos y moléctJ.las cargadas entre céllllae y capi~ _-__ _ 

·-lares. ParaleJ.ámente se na postulado que lo~ glicosf11!linog1i_:;. __ 

canÓs podrían desempeñar un lmportante papel en la:adhesi6n 

y. agre~aci.ón cel11la.r actuando _como agentes cementánies -Y co:.. · 

nectando las células en agregado~ definidos (5, 11). Loe-~-

~licosarninoglicanos también intera.ccioná.n con otras proteína.e 

diferentes a las que constituYen estructuralmente el. tejido. 

conectivo, como las lipoprote!nas plasmáticas. Esta interac"." 

ción depende principalmente de las fuerzas electrostáticas .y 

se incrementan con la densidad de carga_delos glicosaminogli-

canos. ::>e cree que los complejos compuestos formados por las 

1 i poprÓteínas plasrnáticcls y los glicos_aminoglicanos presentes -

en las_ paredes arteriales constituyen un factor impor~ante" en -

~l desarrollo,de la a~terioesclerosis 
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Otro tipo de i.nteracci6.n de los glicosaminoglicanos con pro;_-

taínas ha sido establecido; en él, la hep..:1.rina i.ndt1ce una. al-,. 

teraci6n en la conformación de la cintitrombina III; que con--

siete en el decreme~t() de la conformaci6n beta con 11t1 incre--

mento competlsatorio del e .nrroliamieilto azaroso ( 12). 

:Pina1mente •. 1.os. glicosaminoglicanos desarrolJ.an Wi imoortante 

papel. clínico~ Prácticamente ca.da glicosaini.aogl.icano es res~ 

ponsable de u.no O vaJ:'.Í.Os tipos de las enfermedades P,enéticas. 

conocidas ·como mucopoÚ.~acaridosis. Estas e!i:f er'?ledades se ca.-

·racterizan por la acumul.ac'i6.n de glicosaminoglicanos incompl.e-

tamente degradados, deb.ido a una marcada. disminución de la ac-

tivida.d de l.as hidrolasas específicas reqaeridas para. su de-­

.. gradación normal; tal acuin,ulacÍ.6:n: ca.usa. tina distorsión de mu-· 

..... chos tejidos con los consecuentes cambios sómlt.icos,' as! ~º~º . 

retraso mental. (13, 14). 

En el campo de la Biol~g!a de la Reprodacci~n, los glicosamino-

gl.icanos,parecen jugar un i'llportante -paoel en el proceso _de la 

:fert ll.izaci6n:. ·· Así· 10. demu'estra la secreci6ri d_~ estos co'!lnues~ 

tos por iEi.s células .de ia gr3.tttilosa/ de dortd.e. p'.l.san a forr:iar · 

parte del líquido folicular. porci:lo y, posteri~r:nente, de 1a. 
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secreci6n tubaria que estará presente al llev~rse a cabo la -

fertilización (15,- 16). Loa proteoglica.nos recie·1temente tam- · 

bién· ha.n sido encontrados en a. líquido folicular de bovinos :r 

del hwnano (9). De lo anterlor se despr~nde q11e no es aventti-

rado_pensar que los proteoglicanos pudieran dese~peñar Wl pa­

,. pel muy i'n¡_:¡ort.:i.nte en la c...1.p.:lci ta.ci6n y/o la r~a.cci6n acroso;.. 

mal del espermatozoide de mamíferos. Recientemente se ha corn-

µrobado que la producci6n .!,u ~ de proteoglicanos por las 

c~lulas .de la. gr:1.ciulosa de bovino ocurre en respuesta. a la. 

hormona fol!~ulo estirn11laate ( 17). 

Recientes estudios demuestran que loa·glicosaminoglicanoá es- __ 

timulan la conversi6n iQ vitro de proacroaina a a.crosina. en 

el jabalí; que los glicosar.iinoglicaaos q11e producen dicha es­

ti1iulaci6n no son específicos de especie y cSr~ano. y q11e po-

drían funcion~r en la regulación de la conversión .!Jl ~ de 

proacrosina a .1.crosina. (i.a. 19). Este hallazgo es consistente 

con el hecho de que los proteoglicanós de líquido folicular 

bovino _aumentan la reacci6a acrosomal en espermatozoides de 

estos ma.:ní:feroti {20)~ 

Por' otro l.J.do, en n•iestro la!)oratorio. se ha.. demostrado q11e 1a 

:·:; .... ,. 

.• 
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hep:l.rina cornercial. y los gllcos:.1.minor;licanos obtenidos de 6-

vulos de erizo de mar ( Toxoeneustees roseu.s) ind1lcen la des-

condenad.ció.a del núcleo del esperma.tozo ide humano, fenómeno 

q11e es .necesario para la f11si611 de los pronúcleos. Este efec- · 

to deacondensa11te i11d1J.cido por la. heparina no sucedió en es-

permatozoides de toro, conejo y cu.rnero bajo 1'3.s mismas con--

dicio.nes experimentales (21, 22). 

Además de loa cambios inducidos .!!:! vitro ~or los P,licosa~ino-

~licanos en loa espermatozoides de algano.s ma'llíferos, se sa-

be ta.'llbién que e11 estas· célu.las acontecen cambios bioqll!rnicos 

y fisiológicos mu.y importd..ntes octl.sionadoe por la interacción 

de los dif'erentes. componentes del plasma seminal, tanto en el 

momento CO'!'IO deapaés de la eyaculación. Es probtl.ble que en-

tre 1os compuestos responsa.bles de los ca11bios experimentados 

por los espermatozoides al contacto con el plasma seminal se 

encuentre.a estructuras del tipo de los proteo.:;,lic..t.nos y/o 

g1icosami.noglican.os libres. 

E1 semen huma.no está consti taido por dos fases: una. l í11 •tida -

llamada. plasma seminal, y otra celular comoueBta. oor los es-

permatozoidea. loe cuales \ener;J.lmrrnte estcin cont::i.:ni nados con 
. . 

cantidad~s v.:1.rl.:i.bles de leucÓci tos, cél1tl,3.s e:li teliales de --
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descamación y gr~nulacíones de ori~en desconocido. El se~en 

presenta cc;1.r..i.cterísticas p..i.rticulares y 'JUede tener variacio­

nes aun trat1.í.cidose del misino individuo. Los dos componentes 

de1 semen son diferentes en su origen. composición y función. 

Los espermatozoides son prod~cidos en e1 tes_tículo, mientras 

que e1. pL1.sma seminal se forma por la cóntri bución. de las se­

creciones de las g1ándulas sexuales accesorias de1 aparato re­

productor masculino ( 23) •. Las-. secreciones de estas g1c:t.ndulas 

no son vertidas a1 tracto ~enital masculino simultineamente, 

sino que 10 hacen de una manera secuencial bien conocida (24). 

La formación de1 p1asma semina1 se 1leva a cabo de 1a siguien­

te manera. Primero, son enviada.a las secreciones de las glán­

du.1as de Cowpery de Littr~, cuya.combinación constituye un 

volumen total de 0.2 ml. Se cree que este fluido tiene un.a 

función lubricante; muy poco se sabe acerca de su composición 

bioquímica, habiéndose sol.amente reportado que es rico en mu­

coproteínas. La segunda secreción es la prostática que contri­

buye con a.proximad&nente o. 5 ml. al volumen tota1 del semen; -

está caracterizada por un alto contenido de fosfatasa ácida v 

ácido cítri_co, así como por la. presencia de :¡:ino y de otras -



11 

enzimas. La secreción prostática es se~uida por los fluidos 

ricos en espermatozoides del dnipula y del epidídimo. La· tll.ti-

ma y más voluminosa porción de fluido se deriva de las vesí~ 

culas seminal.ea. El fl.uido vesicular provee 1a. ma.;'-~Or parte -

del. eyaculado co.n 2 a 2. 5 ml de volumen,. y está c":iracterizado 

por l.a presencia de azúcares reductores, particularmente fruc-

tosa, y por un .alto contenido de prostaglandinas ( 23, 29). 

- . ~ 

T.radício.nal.mente se ha considerado ·al pla.:::ima seminal como .. el. . 

medio natural de tra,nsporte de los espermatozoides hacia el -

tracto reproductor femenino. El. plasma seminal es un flúido 

co.n gran cap~cidad amortiguadora que contiene diversos nutrien 
1 -

tes para l.os espermatozoides y mantiene 1a concentración de -

ástos entre 50 y 150 mi11.ones de células por mi1i1itro en un 
' ' . 

voiwnen promedio de 3 .ml. de eyaculado ( 23, 30). 

Usualmente la valoraci6n de la fertilidad masculina se ha ba-

sado en ex~menes de la fase celular del semen. Sólo reciente-

mente se han tratado de considerar las c:1.ra.cterísticas bioq•ií-

micas del. plasma seminal para valor~r la ~ertilidad en el 

varón. Por ejemplo, los valores de zinc, ácido cítric'o y foo­

:fatasá. ácida ~e i.1a.n consider~do como p..i.r.1::ietros específicos de 
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funcionalid~d de 1~ ~l1ndula ~rost1tic~; J l~s concentr~ciones 

de fructosa con::1ti.t·1yen el in·li::..i.tLvo clínico de f1incionalida.d 

de las vesícul~s se~inales. En base a. estos estudios se ha -

logrado est.:1.blecer que si los p..i.trones de activid:l.d secretora 

y 1e c,:,;:ioosi.ci6n bioquí-nic·:l. se modi.fic.:i.n, esto trae consigoo 

problem:;J.s muy serios de fertilidad en el hombre (24). 

_Estos hallazgos·muestrc.1.n clar.;1.!'flente que la importa.ncia del --

plasma seminal no se reduce si-nplemente a transportar los es-
1 

'per.rnatozoides. · Se ha demostrado que 1.a composición bioquími-

. ca del plasma seminal determina en Bran parte l.os Ca.'llbios de 

movilidad, SObrevivencia, metaboliS!llO y com9osici6n química -

del espermatozoide (25,,26, 27, 31). También se ha demostra-

do qUe la interacción del t>lasma seminal con el esperma.tozoi-

de prom11eve una eficiente penetración de la célula al moco 

cervical (28). 

Los eat•.idios de la composición quÍ'llica del plasma seminal hu-

mano normal han revelado una gran complejidad. El. plasma. se-

minal contiene v.:1.rios iones cor.io zinc, calcio, sodio, etc., ..;. 

aminoácidos, l.Í.pidos, C;.1.rbohidr.:1.tos, lipoproteínas, glicopro-

t.e {nas, enz i.:nas, etc. Al.:;unos de estos co'!lponentes norma.lmeii-

.-;: 

' . -~ l : .. : . .. 
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te se encu.entra.n en concentraciones mu:r elev:id.J.s en co'!lp'.:l.ra-

ción a lae encontr~das en otros fluidos corporales. L~s .fu.n-

ciones de los constituyentes mJ.s ca.r::i.cter!sticos del o1,¡sma. -
' ,, 

seminal eon au.n desconocidas e incluso es probable que exis--

tan otros componentes de relevanc.ia bioq11írnica qlle no se han 

descubierto y q11e pudieran tener implicaciones directas o al-

gu.na relaci6n con 1os problem.::1.s de infertilidad m9.sc111ina (29,·. 

30 ). 
. . . 

Habiendo establecido la importancia. de los gl.lcosarnin~g1ica--· 

noe en algllllOS eventos. de la fertilización. s11 preaencla en -

diferentes fl11idos biológicos y la importancia. de los estudios 

bioq11ímicos del pl.asma seminal en la determinación de proble­

mas d~ infertilidad en el hombre, resulta interesante estudiar 

la presencia de los glicosarninoglicanos en el plasma seminal 

de·sujetos normales y de pacientes con diferentes problemas 

de fertilidad, con el objeto de establecer un parámetro bio-

químico que p11dieracorrelacionarse al menos oarcialrnente con 

los. pro,blemas de. infertilidad en el hombre. 



·"-
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l. r11uestras biol6gicas. 

Para la realiza.ci6n del presente trab.:.1.jo, se utilizaron mues-

tras de se'?len recién ey.:icul.:.1.do por 'llasturb:ici6n de S•1jetos --

norm~les y fértiles, y de sujetos que acudían ·a los labor;ito-

rios de Andrólog!a del Centro Médico La Raza del Instituto --

Mexicano del Seg11ro Social por tener prob1em!l.s de fertilidad. 

En todos los casos el tiempo de abstinencia sexual previo a ~ 

.ia· colecci6.n. de las muestra.e no fue menor de· tres días~ 

2. Cl.asifica.c.i6n y '!1anipulaci6n de 1.as muestra.a de semen humano. 

Los· criterios ut.il.izados ·para la clasificaci6n de la.a. mLtestras 

d.e semen huma.no ( 32) fueron los siguientes: 

NORMOZOOSPBRMIA·: entre 50 y 1.50 millones de. espermatozoides 
por mil.ili tro. 

OLIGOZOOSPERMIA: menos de 20 mil.lones de espermatoz.oidea por 
mililitro. 

ASTENOZOOdPERMIA: menos .del 60% de movilida,d de los esperma.to-
. zoides. 

OLIGOA~T~NOdPER.~IA: menos de 20 millones de espermatozoides 
por mililitro y m~nos del 60$ de movilidad. 

AZOOSPEIDl~IA: cero espermatozoides. 

Las muestras se· mantuvieron a temperatura. .:.1.'.!lbiente durante 30 

lllim1tos, pa?'a. perrni tir su licuefa.cci6n, e inmediu.t.J.".l.ente des­

l)ués se hicieron las es~errnatobioscópías correspondientes na.:..· 

;i-a ,su. clasificacion, esti'!lando los si ~uientes p:irá'Tietroo: p;ra-

¡'·.' 
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do de licuefacci6n, volumen, pH, gr':.l.do de conta'!lin::i.ci6n cel11-

1ar, porce.ntaje de movilidcil.d y cantidad de espermatozoide-a. -

Esta valoraci6n se realizó de.otro de las primeras dos horas -

después' de 1a. colecci6n. de las muestras. 

La presencia de contaminantes se deter11in6 observando tres' di-

fere.ntes campos al microscopio óptico Zeiss. Las mu.estras que 

'presentaron más de cinco células diferentes de espermatozoides 

en el campo de observación ( 500 awnentos) fue·ron descartadas · 

de las normales. 

La movil.idad de los espermatozoides f11e val.orada por simple -

aprecia.cicS.n personal en el campo de observaci6n de 500 awnen-

toe y se aceptaron co'll.º muestra.e normales aquellas que tuvie-

ron oomo m!nimo 60% de movili'dad progresiva. 

La cantidad de espermatozoides se deterrnin6 utilizando el mé-

todo del hematoci t6metro (33). Este método consiste en as pi-

ra.r, con una micropipeta para gl6bulos blancos, .la suspensión 

.·, ·• celular de volumen conocido hasta el aforo de o. 5 e inmediata-
. " 

mente después aspirar hasta .el aforo de 1.1 la solución fija'":' 

dorá que contiene for'!l::l.ldehído al 1% y citrato de sodio a1'· --
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2.9·~; se agita. vigoros:i.mente la pipetd. par:J. homogeneizar 1a -

suspensión y se desechan las tres primeras gotas. A continua­

ción se llenan las cám~ras de un hematocit6metro Neubauer con 

la suspensión celu1ar, .y se coloca el.hematocit&netro dentro 

de u.na cámd.ra húmeda durante 10 minutos pard. q11e todas las cá­

li1las se sedimenten. Una vez transcurrido el tiempo de sedi­

mentación, se coloca el hematocit6metro en un microscopio óp­

tico en contraste de fases, procediendo a contar los esperma-

. tozoides que se encuentran en loa cuadros extremos y en e1 -­

central de la cuadrícula. El número de células de cada cuadro 

se suma, el resultado se multiplica por 20, factor de la diltt­

ci6n empleada, y fina1mente por 50,000, factor de multiplica­

ción correspondiente a.los cuadros considerados. De esta ma­

.nera se obtiene como resill ta.do el número de espermatozoides -

expresado én millones por mililitro de la suspensión celu1ar· 

original. 

Inmediatamente después de haber realizado la va1oraci6n de 1as 

muestras, el plasma semina1 se separ6 de los espernatozoides 

por centrifugación durante 15 min11tos, a 2200 g, en una. centr!­

.fuga Sorvall GLC-l., y se guardó en congelación hasta reunir Wl 
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volumen adecuado · (aproximada.mente 20 mi1ilitros) para su pro-

cesamiento. El .tiempo de congelación no excedió de tres meses, 

periodo durante el c1¡;;1l, ba.;o condiciones d.e .oscuridad y a.pro­

xi'Tladarnente a -_lOQC., el plasma serninal: n'o al'tera. su ~()rnposici6n 

signific.3.tivameate. 04}. 

- '. ··,." _'· 

3. ObtencicSn de los glicosam~rioglicanos de pl.aema aemina1 

.nonnal y patol6gico. 

Material u.tilizado en la obtención de l.os-prote'ogl.icátios: 
,. ·, .,' ,.,. ' 

- etanol. absoluto 

-:cloroformo-meta.nol, 2:1, v/v 

etanol-éter, l._;1, v/v 

amortiguador para la digesticSn enzimática, ~H 5.5: 
',• 

• aceta.to de sodio 0.1 M. 

cloruro de sodio 0.3 M 

• ácido tetracético etilendiamino 5 mM 

• cisteín~ 5 mM 

ácido tricloroacético al 5. y 8~. 
. . 

- am"ortigu::idór para. diálisis'~ ·.pH 5.5:. 

. aceta.to de .sodio 10 mM 

:cloru.ro de sodio 0.1 M 
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acetato de potasio al 5'% en etanol ,:;1.bsoluto 

cloruro de ceti1 piridinio (CPC) al 5~ 

- cloruro de litio 2 M. 

El procedimiento para la. obtenci6n de los proteo.glica.Iios se 

llev6a cabo en cinco fases que se describen a continu.acl6n. 

A. DesnaturalizacicSn del materia1 biológico. 

Cada lote de 20 ml de plasma. seminal se homogeneiz6 con 80 ml 

de etanol. El homogeneizado se incub6 en un baño de ebulli--
. rt, 

ciÍS.n dUrante 15 .mi.nU.tos, ·se .. retircS del baño y se dej6 enfriar •. 

Una.vez fr!o·el material desnaturalizado, se centrifugó duran-

te 15 minutos a2000 g, en una centrífuga Internaciona1 Uni-

versal, modelo UV. El. precipitado _se resuspendió en etanol -

al 80%';v se volvi6. a cie.ntrif1.tgar C.35). 

B. EJi:tracci6n: de l!pidos. · 

•. 

El material des.nat•l.ralizado se res1.tspendi6 en cloroformo-meta- · 

.nol, 2:1. v/v, y se dejó a temperatura ambiente d1lrante 18 ho-

ras;. El. extracto l.ip!dico se descartó por fil traci6n, utili-

zando Wl filtro de v1drio ( Pyréx, ASTll'I 40...;60 C). El rrtaterial 

· de~llp.Í.di.zado se lav6 p;irner9 con: clOrofo:rmo-metanol, 2:1, -'­

v/v, luego con etanol-éter, l :1. v/v, y finalmente con ~ter -
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anltidro, obteni~ndose de esta manera 'un polvo l•lanco y seco 

' ( 36 ). 

., .. , ' 

c.. Digesti6.ii enzimática;; 

Se llev6 a cabo una digestí6ri· enzimática exhaustiva. utilizando 

.papaína Difco ~n proporci6t). de 2 ing de enzima, por 100 mg de -
_·'·:«.- -

material deslipidizado, en el a.'!lortiguador de' acetatos, pH 5 •. 5. 

La C:Úgesti6.n se reaHz6 a 65°c, temperatura. a ia cual la a.cti-
' - , . -

.vidad enzimátfºª es máxima. El sistema de digesti.6n se cen--

trifug6 duran.te 15 minutos a 2000 g, y al·sobrenadante, que.es 

. el extracto de la digesti6n enzimática, se añadi6 ácido tri-

cloroac~tico a una concentraci6n final del 8?', y per:nanecicS 

en,refri~raci6n durante 20 minutos; se centrifug6 nuevamente, 

y el residuo de la centrifugaci6.n se,lav6 cóo.:ácido tricloroa­

cético al 5,t.; :f¡~~lmeo.te, ·se' juntaron. los eobrenadantes de .los 

dos lav..tdos con.ácido tricloroacético (36). 

D~ Diálisis y precipitaci6n. 

Los aobre.nada.ntes .de l.a digeaticSn eazimática:'.ae·'"diaiizaron col'"' 
. ' . _:.-·-,,-· ' - ' 

tra: la soluci6n para dialieis. Al material ·dializado' se ,adi-

.. C.i.onaron 3 volúmenes .de soluci6n alcoh61ica de acetato de 'PO­

ta.Si(J al 5~~ y s,e m'1ntuvo en::reposo durante. '72 horas a -10°0 •. , 

> .~-:-.-' 
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En estas condiciones se form6 un precipitado en el cual se en­

cuentran los glicosaminoglica.nos sulfat~dos. Este precipitado 

se lav6 sucesivamente con etanol, etanol-éter y éter (36). 

E. Purificación. 

El material obtenido por precipitaci6n en, frío se dis.olvi6 en 

agua destilada; se adicion6 clor11ro de cetil piridinio al 5" 

para precipitar selectiva.'!lente los proteoglicanos. El e'Xceso 

de CPC se elimin6 disolviendo el.material en cloruro de litio 

2 M y precipitando con etanol frío en tres ocasiones. Final~~ 

meo.te los proteoglica.nos obtenidos se lavaron sucesivamente -

con etanol, etanol-&ter y éter (36). 

4. Determinaci6n de la composici6n química de los glicosamino­

glicanos. 

Para la estimaci6n cuantitativa de los diferentes comnonentes 

que estructuran los proteoglicanos, se utilizaron métodos ~o­

tocolorimétricoa mediante el procedimiento de interpolaci6n. 

11sánd~se un eapectrofot6metro Ba.usch &: Lomb, modelo· Spectronic 

21. 



Hexosaininas 

Reactivos: 

sol11ci6n 10 mM de N-acetil D-glucosami.na 

ácido clorhídrico a una concentración fin,al en el sistema 

de 0.5 M 

nitrito de sodio al 2.5~ 

sulfam.a.to de amonio al 12.5% 

22 

hidrocloru.ro de 3-metil-2-benzotiazoll.n~nahidrazona ar 0.25~ 

cloruro férrico aahidro al o.s~. 

llJétodo y f'Wldarnento. 

La deter.i.aaci6n de las hexosaminas áe realiz6 atilizS!ldo el 

método de Smith y Gilkerson {37), el cual se basa en la deter­

minació~ del. croaaót'oro forma.do por interacción. del hidrocloru.-

· ro de 3-niétil-2-benzotiazolinona hidrazona y las anhidrohexo­

sas .producidas por la desaminación de las bexosaminas en con­

diciones de acidez moderada. La intensidad del color del ccro­

mdforo ea directamente proporcional a la ci:intidad de i·as anhi­

drohexosas .formadas, y tiene lllla longitud·de onda. de absorción 

máxil'Jla a 650 nm. Lafi~ra No. 1 muestra la curva patr6n de 

este método; en esta curva, al igual que en las subsecuentes, 
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los valores expresan el promedio de 3 determinaciones por du­

plicado. 

Acidos 11r6nicos 

Reactivos: 

glucaronolactóna al. 0~005'% 

tetraborato de sodio 0.025 M en ácido sU:lfúrico · 

carbazo1·a1 0.125 '1' en etanol. 

Método y flllldamento. 

Ladeterminaci6n de ácidos ur6nicos se realiz6 de acuerdo al 

método de Bitter y Muir (38). cuyo fundamento consiste en que 

los ácidos hexur6nicos al ser tratados con 11t1 ácido mineral -

concentrado forman un producto intermediario q11e conse.rva el 

gr11po carboxilo y, que al combinarse con el carbazol. da 111-­

gar al Cl'Om6foro correspondiente cuya intensidad de color es 

directamente proporcional a la concentración de ácidos ur6ni­

cos y presenta una longitud de onda de absorción máxima a 530 

nm. La fig11ra No. 2 muestra la curva patrón de este método. 

Sulfato· 

.Reactivos: 
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- sulfato de sodio al 0.0147 % 

ácido clorhídrico, ácido nítrico, a.,ttua, 1 :1_:2, v/v/v 

aniortiguador de c1oruro de bario: 

~cido acético 2 M, 10 ml 

clornro de bario 0.005 M, 2 ml 

• • bicarbonato de sodio 0.02 M, 8 m1 

26 

Estas tres soluciones _se mezclaron y aforaron a 100 m1 COtl 

etanol • 

. soluci6n de rodizonato de sodio:. a Wla solucicSn de rodizona­

to de sodio al 0.025" ~e···á.ñadieron 50_ mg de_ L-ácido asc6rbi-
,.' .. · . ~' -

co, agitando hasta una completa disolucicSn que se aforcS a --

50 ml con etanol. 

Mltodo y fWldamento. 
- - -

La determillaci6n de1 oontenldo de s11lfato se bascS en el m.Sto-do 

de Terho y Ha.rtiala (39 ), de acuerdo al cua1 1a estimacicSn de 

sulfato presente en glicosaminoglicanos se realiza con rodizo-

na.to de. sodio, re::l.ctivo que con el i6n bario :forma un compues,.. · 

·_to_ co,lorido cuya longitud de onda de absorcicSn máxima se 'pre·:,;.. 

senta a 520-nm; este compuesto en presencia de s11lfa.to inorgá­

niéo da lugar a 1a formaci6n de sulfato de bario, dlsmln117eádo 

la intensidad del color; -- de .esta dismi411ci6n se -calou1a la can- --

':'·.; 
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tidd.d de sulfato ~resente. La figt1ra No. 3 muestra la curva 

patrón de este método. 

Proteínas 

Reactivos: 

- albúmina al 0.05 '1-

soluci6n cU.pro-alcalina que se preparó mezclando 50 ml.de 

eoluci6.n de ca.rbon.i.to de sodio al..2 1' en hidr6xidó de sodio 

·0.1 N, con l ml de solución de sul.fa.to de cobre pentahidra­

tado al 0.5 ~ en tartrato ·de sodio y potasio al l ~. 

reactivo de Folín, agua, 1:2, v/v 

amortigaadºr .. de carbonatos: 

• carbonato de sodio 0.2 M, 30 ml 

• bicarbonato de sodio 0.2 M, 20 ml 

Estas dos soluciones se mezclaX'On y se ajust6 elpH a.10.-1. 

MtStodo y fWldamento. 

Las proteínas se detennin.:1.ron por el método de Lowry (40), cu-

yo principio se baelil. en que la.e proteínas tratad.J.s con t.tna so-

, lución alcalina de cobre forman .un complejo cobre-proteína que 

reduce el reactivo foefomolíbdico-fosfotúngstico (re~ctivo de 

Fol!n.) originándose un crom6foro cuya intensidad de color es 
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FIGURA No.3 

e 0.3 
l ~ ' 

.:C 

o 
N .,, 
e 
u ... 0.2 
a.. 
o 
Q 
c. 
Q 
CI) 

z o .1 
"" ·o. 

4 6 8 10 

J19 SULFATO 

,\, CUltYA PATltO• DE SULFATO . 

Mllit•d• • Te.rlile J Mar 11•1• · 



29. 

directamente proporcional a la concentrdción de prote!n~s y -

absorbe a 750 run. La figura No. 4 muestra la.curva patrón de 

este método. 

Acidos siálicos 

Reactivos: 

ácido N-acetil ne11ram!nico al o.03 % 

ácido sulfúrico O.l N 

metaperiodato de sodio 0;.2 M. e.a ácido fosf6rico 9 M 

arsenito de sodio al 10 '!> en sulfato ·de sodio o. 5 M 

ácido tiobarbitúrico al o.6 % en sulfato de sodio 0.5 M 

ciclohexano.na.. 

Método y fundamento. 

La determinaci6n de ácidos siálicoá se efectuó utilizando el 

nuStodo de Warren ( 41), el c11al se basa en'. la oxidación del -­

ácido neuramínico por medio de period;;¡,to, oxidación que resul­

ta en la fo:nnaci6n del ácido ~-forrnilpirúvico que se acopla al 

ácido tiobarbitarico, formando un cromóforo cuya intensidad de 

color ea directa.mente proporcional al contenido de ácido neu"'." 

rarníniCo y c1.tya longitud de onda de absorción máxima se Óresen-
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ta a 550 .nm. La figura No. 5 muestr~ la curva patrón de este 

método. 

5. Caracterizaci6n de los proteoglicanos. 

Para llevar a cabo la caracterización de los proteoglicanos 

extraídos del plasma seminal huma.no nonnal. y patol6gico, se 

realizó u.na electroforesis en tiras de acetato de celulosa 

con glicosaminoglicanos estándares y los proteoglicanos obte­

.nidos de1 plasma seminal. ' Los estándares u.til.izados fueron 

condroitín 4~sulfato, condroitín 6-sulfato y derrnatán sulfato 

a u.na concentraci6n de 10 mg/ml de agua, mientras que los pro­

teoglicanos obtenidos se prepararon a una concentración de 

6 mg/100 u.1 de agua. Se utilizaron también mezclas de los es­

tándares antes mencionados, cuya composición química se encue~ 

tra descrita en la Tabla No. 1. 

La electroforesis se llevó a cabo aplicando l.as mueatr~s de -

glicosaminoglicanos, con un aplicador Beckman, en un~ tlra de 

acetato de celulosa.(Microzone Plus, Bec~~an, 5~ x 144 mm) 

previa..r:iente swnergída en el amort ig:x'°.dor de á.c i:io clorhídrico 

0.2 N, pH 2.0 ajusta.do con pirldina (42). El tie:noo de corri­

da ~ue de 120 minutos, con voltaje constante de 100 voltios, -
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FIGURA No.5 
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corriente V:3.riable inici.~l de 8 mA que al fin.ü ·de la corrida. 

llegó a 16 mA, y temper~tura ambiente. Al término del_ tiempo 

de corrida la tira de acetato de celulosa se su'T!er~ió en una 

solución de azUl. de toluidina al 0.2 ·:/o en ácido acético al --

2 '1> ,durante 5 minutos, ·y sé decol.or6 con ácido .acético al 2 % 
-,~~ 

durante 5 min11tos en dos ocas .io.6.es ( 16). 

,;" 

'(. 



TABLA No~ l COMPOSI.CION DE LOS GLIOOSAMINOGLIÓANOS (2) 

·'' .;,.__;.._ .............. ~--:--~-:-.;-..~--. -. --.-. -~. ---.---------------------------:------...... -~-
.· Unid~d <il.sacárida.' repeti ti~a .·· 

'' 
·-... , '.:' .·_r _· " -·._ _'. 

Acido hialur.onico · 
.·-··r.-

condroiíÍn 4-sulfato 
.- . - - - . -

dondroitfri 6-sui:rato 
'-. ,. ._ .. _., 

Dermatári ·Sulfato 

. Queratári ,sulfato 

. _., .. . 

Hepar~sulfato 
·" ··, - -

Heparina · 

Aoido. hexurti~ico He:icosamina · 

.,·o-ácido· glucur~nico . · n.:.~1\.foosam11'lá 

·o-ácidoglucut"ónioo· 

o-ácido •· gl.ucurónioo 

L-ácido · 1dur6nloo .· o 
· · D-ácido glucur6niéo 

·· D~gaiaotosa 

. D-ácido -glucúr&nico 
'º L-,cido idurónico 

.·. · D-ácido glucuróriioo 
. o x,.;.áoido i.durónico . 

1,· __ ._.• 

D-galactosamina 

D;..galac.tosaníina 

•· D-g8.l.actC>'samina 

D-glucosamS.na 

·n-glucosamina 
'·. . '-. . 

Sulfato 

o-stU.fato 

o..;osu1fato 

. o•su1:rato ·· 

O~sulfato 

o-sul:tato.y 
N-sulf'ato 

o..;sult'ato y 
N•sulf'ato 

.. Otros azúcares, . 
. incluyendo loS'di? 
la región de enli:tce. 

,... ." r • _ •• 

. D-xilosa, D...; gala c1:;qsA 

D-xilosa, · IJ~ga]_a.ctosa 

:n~xilosa, · D~galactósa 

Í>~mariosa, ó-rucosa, 
ácido siálico, •.·· 
D-galactosamina . ·. 

D-xilosa, O-galactosa 

... D-xilosa, • D~~alaotosa 

. ·,.,.,. 

' ' ~ ... ' ... 
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Los resultados revelan la presencia de proteoglicanos en el -

plasma seminal t~nto normal como patol6gico. Existe una mar­

cada disrninuci6n en las cantidades de los proteo~licanos obte­

nidos del plasma seminal de hombres infér.tilea, en comparaci6n 

con los obtenidos· .del plasma seminal de. sujetos normales. En 

los casos de infertilidad idiop1tica y de azoospermia, la dia­

minuci6n fue del 50 ~. y del 70 ~ en los casos de oligoaste-­

nospermia y astenospermia (Tabla No. 2). 

No se encontraron diferencias significativas en la composici6n 

química de los proteoglicanos obtenidos de individuos normales 

y los de pacientes con infertilid~d idiopática. En cambio, sí 

hay importantes diferencias de composici6n química de los pro­

teoglicanos obtenidos de individuos con ·azoospermia, oligoas­

tenospermia, y más aun, en los de pacientes con astenospermia. 

en los que las proporciones de sulfatos y de ácidos ur6nicos 

son muy elevad~s, y muy disminuidas las proporciones de hexo­

saminas y ácidos siálicos. En todos los casos estudiados la 

cantid~d de proteínas permaneció constante (Tabla No. 3). 

Los intentos de caracterizaci6n estr11ct11ral de estos CO'!tolejos 

moleculares mediante electroforesis revelaron qua,toma.ndo en 
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cuenta la movilidad relativa ae los estJnd~res utilizados en 

comparación con la correspondiente a los proteoglicanos estu­

diados, podría proponerse la posibiliddd de que en todos los 

casos estudiados el mucopolisacárido unido al resto de la pro­

teína correspondier~ al dermatán sulfato. No obst~nte las di­

ferencias en las proporciones porcentuales de c~si todos los 

componentes que for:nan parte estruc~aral de los proteoglicanos, 

el procedimiento electroforético no nos permiti6 observar di­

ferencias, al 'llenos bajo las condiciones descritas: esto posi­

blemente puede deberse a la presencia de proteína unida al mu­
copolisacárido (Figura No. 6). 
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TABLA No. 2 - PROTEOGLICANOS OBTEMIDOS DEL PLASMA SE't11NAL HUMANO (mg/100 ml) 

Nor111osp.Srmico 

50 

lnf'ertil.idad 
idiopátioa 

28 

Azoospérmico Oligoastenospármico 

24 r l? 

Los números expresan valores promedio de tres detérminacionés 

.. . : ~ 

Ástenoepérmico 

16 

·."·,·' 
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Componente 

Hexosaminas 

Acidos urónicos 

Sulfato 

Proteínas 

Aci.dos. s iálicos 

/. 

TABLA No. 3 COIU\lSICION QUIMICA DE WS PROTBOGLICANOS · 

OBTB?fXDós DEL 'PLASMA SEJIINAl.''(PoRCEftTAJES EN PSSO SEco> 

. Normoe~rmicó 

28 

J7 

5 

J.) 

17 

lnf'e~tilidad 
idiopátioa 

28 

40 

7 

ll. 

14 

Plasma.seminal humano 

. -,,, ·-

. Azoospermioo OÜgoás teriosl'érmioo 

24 24 

51 49 

? 8 

l.O 10 

8 9 

' . :·,··: '- .. · '·.. . :. ' 

AstenÓs'!)érmioo 

18 

52 

12 

ll 

1 

Las cantidades porcentuales relativas representan valores. ~omedio.de tresdeteriinEl,ciones 
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FIGURA No. 6 

... e' 
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Electroforesis en acetato de celulosa de.los gl.icosaminoo;lica­
.ilos estándares y de los proteo~licanos obtenidos del plasma -­
seminal humano normal. y pa.tol6~ico. 

04S Condroitín 4-sulfato 
DS Dermatán sulfato 

C6S Condroitín 6-salfc:1.to 
N Proteoglica.nos de plasma seminal normal 
a. Proteoglicaa.os de plasma seminal de inf'ertilidad idio~át·ica 

.Az Proteoglica.nos de pla.sm..J. ae:ninc:1.l a.zoospérmico 
As - Proteoglicanos de plasma seminal astenospérP'lico 

OlAs- Proteoglica.nos cíe pl.A.sma seminal oli~o.:.<stenoapérmico 

.,"e• 

. ' 
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Es evidente que el plaa~a se~in3~ade~i~ de funcionar como el 

medio n..1.tural de tra.ns¡:iorte de los espermatozoides juega, por 

sus car~cterísticds fisicoquímicas y bioquímicas, un papel --

determinante par~ la movilidad y sobrevivencia de los esper--

matozoides (25, 26, 2~, 28, 43). La movilidad de los espeI'llla~ 

tozoides es uno de los :factores más importantes para evaluar 

el potencial de fertilid3d en el var6n: sin embargo, aiín no 

ha sido posible est~blecer wi método generalizado para la eva-

1uaci6n de esta car~cterística :fWldamental de los esper~atozo! 

des. Mientras que algunos grupos utilizan como criterio de ~ 
... 

evalu~ci6n la movilidad del espermatozoide .en el plasr.ia semi-

nal. otros consideran como criterio de movil.ida.d la velocidad 

·de -penetración del esperniatozoide a través del moco cervical. 

Inde9endientemente del procedimiento utilizádo -para la valora­

ci6n de. las características de la movilidad, ésta debe ser de-

termindda por diferentes factores, todos ellos relacionados ~ 

con las .car4cterísticas bioquímicas y fisicoquímicas del plas-

ma seminal (44). Estas, en Última instancia, están determina-
) 

das oor l.a 6ptim<l o la deficiente funcionalidad secretora de 

las glánd11las sexuales accesorias de.l tracto . ge."'li ta.l mase:uli-' 
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no. De ahí la importancia del análisis de los componentes -

bioquímicos del plasma seminal, que provee estima.ble informa-

ci6n sobre la función secretora de esas 6rga.nos: información 
,. 

que resulta valiosa tanto en el estudio de los comunes ~ero -

problem:!ticos des6rdenes de secreci6n de las glándulas se:x:ua-

les accesorias masculini.lB, as! como en el est11dio de los fac-

tores que influyen en la movilidad y sobrevivencia de loe es-

·perrn1:1tozoides. 

Recientemente se na demostrado q11e los espermatozoides de se-

men patolS~ico tienen si~ilares concentraciones de fosfolípi-

dos y concentraciones significativamente altas decolesterol 

en comparación con l.i.s encontradd.S en esperrna.tozoides de se--

men normal. Sin embargo, solamente los espermatozoides d.e o-

ligoastenospérmicos mostraron una relación colesterol/fosfolí-

pidas significativamente mayor. Eete comportamiento es indi-

cativo de que los lípidos se intercar.ibian libremente entre es-

per'!latozoides y plo1.sma seminal, en tal forma que la composi--

ci6n lipídica de la rnernbrana del espermatozoide se correlacio-

na con l.a compoa·ici6n lipídica del pl3.S'!la seminal (45). 

Es ~rcibable que la pre sene ia de los proteoglic:l.n-:is en el pl:J.s- < 

.. t .. 
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ma se.,,inal ht1'!1.ano p•.iediera tener :ü-¡un:i i'llplic.lción en el pro­

ceso de coaglll.=lció.n-1 i.cuef.::1.cción del semen, ,y.:.i. q11e 1111 estlldio 

p~ra1e1o al presente demuestr~ que los proteoglic~nos obteni­

dos del plasma seminal de sujetos normiiles y de oligoastenos­

p!Srmicos co.n coágulo se comportaron de manera muy diferente al 

a epararlos en columna (Se phacril S 200) ( 4 6 ) • 

Los resultados obtenidos e.n esta fase inicial de nuestro estu­

dio con una evidencia más para afirmar q11e las modi:fic,;1.ciones 

de las característic::is bioquímicas y .f isicoquímicas del nlasma 

seminal son 11n reflejo de la potencialid:i.d fertiliz~te del ... 

varón, y que los proteoglicanos presentes en el pla.smg, seminal, 

con i~s cantidades y variaciones en Sl1 composición química, de 

algwia manera, al menos parcialmente, están participando en -

las características de fertil.idad de los casos estudiados. 

Sin embargo, el grado de avance de n11estro est•1dio no nos 

permite establecer ninguna explicaci6n definitiva que precise 

las causas que determina.ron l.i.s variaciones cu.anti td.tiv.:1.s y -

cua1itativas entre los proteoglic~nos del pl.i.sma se~inal huma­

no normal y los de las patolo15ías est1.icli:3.d:.1s. 

Solamente 011ando se determine la estructura deta.llari3. de la.a 
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prote !n.is a l.;;s que se encuentran lig.'1:ios los gl icosamino.:(li­

canos, así como las proporciones relativ~s de acetil~lucosa-

mina, acetilgaLi.ctosamina, ácido idur6nico y le idc glucur6ni­

co, podría ser interpretd.do el significc:1.do fisiol.6gico de la 

presep.c i_a de los proteoglica.nos en .el plasma seminal. 
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