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Para lograr un entendimiento de como funcionan las célu--
las la composicifn molecular detallada y la estructura,dé:'
flas membranas deben ser conocidas, ya que son el prlmer -

f Asitio de interacczén con su madio (1).

; 'iés mambranas celulares sirven no solamente de barreras -
estructurales separando compartimientos acuosos de compo-
51c16n variable, sino también participan de manera muy ac:
tiva en el transporte selectivo controlando las sustan-'-V
 ”»cias qgue pasan a través de ellas; medlante la accidén de -

'.ienzimas caracteristicas (2).

Se han elaborado diferentes modelos de membrana con los - -
‘cuales se trata de establecer las formas}de combinacién -
' de protefnas, lipidos y carbqhidratoé en la membrana in-<
‘vtacta, algunos de ellos son sistemas artificiaies'com -

por ejemplo: liposomas que son fosfolipidos 6rganizadoér—
en estructuras bicapa vesiculares completamente cerradas,
de aspecto y tamano variable segfin el grado de agitacidn~
mecdnica usada en su preparacién (3), peliculas negras dé
1lfpido, se forma una hicapa de fosfoglicéridos separando-
dos compartimientos acuosos (4). Utilizando diferentes mé
todos quimicos y fisicoquimicos como:-marcadores de spin-

del electrén, donde un dcido graso o un 1lfpido portador =

de un marcador de spIn como el grupo nitrosilo se incorpo




ra a la membrana (5), resonancia magnética nuclear, difrac
;':;—clﬁn de rayos X, senaladares fluoreScentes que son ﬁtili-
‘uizados para estudlar la fluidez de la membrana (6 7, 8).f
1* El uso del mlcroscoplo electrénxco ha revelado que las -
membranas.sintéticaé o biolégicas poseen uwna estryctura -
trilaminar con un espeéor total de 7 Yy 9 nm dependiendo-
.dei tipo de sistema de membrana en particular. Mediante- kR
‘estos estudios se ha podido establecer que los 1lipidos --
son muy impottantes.éh la formacin de la matriz ceﬁtr§1~‘

de las membranas biolbgicas.

La primera hipdtesis importantes sobre la estructura de -
las membranas biol8gicas fue propuesta por Davson y Danie
11i en 1935, estos autores proponen que se poﬁxia produ=-
' cii una estructura membfanal estable mediante el arreglo~-
simétrico de una bicaba'de lipidos cubierta en ambas ca~-

ras por una capa de proteinas (9).

Posteriormente Robertson propuso un modelo estructural, -
modificando el de Davson y Danielli, el cual designé como
membrana unitaria y que presenta una estructura univergal
para todas las membranas biolfyicas. Este modelo conside
ra que la membrana unitaria est& constituida por una bieca

pa de lipidos polares mixtos, oon sus cadenas hidrocarbo-

nadas orientadas hacia el interior, formando una fase con




tinua de hidrocarburos y sus cabezas hidrofflicas se en-=
cuentran orientadas hacia el exterior y que las protefnas
estan organizadas en forma éxtendida mis que en la globu-
iar (10). Una objecién a este modelé univeiéal proviéne—xf
de 1as amplias varlaciones que se. encuentran en 1a oompo- 
‘sicibn lipidlca y protéica y en eonsecuencia en la activivf; 

dad de las diferentes membranas.

Actualmente el modelo membranal nés: aceptado es el del mo -

saico fluIdo, postulado por s J Singer y G.L Nicolson en- S

: 1972 (1). Afirma que los fosfolipidcs se encuentran orga -

' nizadps»en bicapas formandouuna;matriz»fluida de crista—-f
 les 1lquidos, en esta bicapa, las moléculas lipfdicas in-
dividuales pueden‘moverse lateralmente dotando a la bica-

pa de fluidez, flexibilidad y adem&s de una resistencia -

eléctrica elevada de relativa impermeabilidad respecto a- . .

1as moléculas muy polares. Algunas de las proteinas se -
encuentran parclalmente empotradas en la membrana mien- -
tras que otras penetranftqtalmente en ella, los lipidos -
estin en un ;atado‘fluido inéermediario debido a la pre~--
sencia de colesterol y las proteinas externas e intsrnas~
muestran una asociaciﬁn don la fase lipidica (fiqura No.-

1.

En base a la proporcifén quimica en peso seco de protefnas




o lipidos, tablaANo. 1, las membranas pueden ser agrupa--

~ das en tres clases: 1) las membranas representadas por la

' vaina de m1e11na de los axones nervmosos, la cual tiene 4,  o

;.muy baja proporcxén de proteinas con xespecto a lipidos y‘ﬁff7

L '}_fque ‘funcionan fundamentalmente como aislantes, con poca ag’
;tiv1dad bioquimica, 2} membranas compuestas de aproximada
mente del 50% de protefnas representadas por las membra—-
nas plasméticas anlmales, que comparadas con la valna de~
‘~‘mie11na han incremehtado su actlvidad enzimética y de -
fftransporte Y 3) }as membranas cuyos componentes m&s impor
'éantés sonylas:proﬁeinas, como. son pqr ejemplo, las mém-~’
'grénas celula:es baéterianés y la meﬁbrana interna de las’
mitdcondrias, gue contiene sistemas enzimiticos complejos
y estén invoiu¢rados en los procesos de transporte, en la
forforilacién oxidativa y en la sintesis de los cidos nu

cleicos (11, 12).

La ¢¢mposi¢i§n y eétructura de las membranas biolégicéé -
varfan ampliamente seglin la proporcidn relativa y'Catego;
rfa de sus lipidos, protefnas y carbohidratos, lo cual es
determinante para las caracterfsticas de funcionalidad es
pgcificaé como antigenicidad, actividad enzimitica, t?ang :
porte, reaccioneé reéeptoras y‘funcioneslmetabélicas ta=~

bla No. 2.

l1a composicifn de la membxana de los espermatozoldes de =




lcs ] ferentes mamiferos se caracteriza por su alto conte(

- nido e lipidos, de los’ cuales, en la espacie humana, log i .
;;fosfolypidos representan al 66% tabla No. 3y las cantidaaiﬁ
fdes de aolesterol varian dependiendo de la especie, por =
’;ejemplo: eSpermatozoides de carnerq y toro que eontienen~
‘menor chntidad devcolesterql que la can:iaad presente eh;Jf

- espermatozoides de conejo y humano, DiverSos trabajos'han f:j

- -establecido valores diferentes en las relacxones coleste~'~_j'

;firol/fosf lipidos y ﬁCLdOS grasos saturados/écidos grasos—f4 :

'jinsatura'os (13, 14)-

Las membranas de ios gametos masculino y femenino SOn deur
fundamental importancia en 1os diferentes eventos relacbgl
pados con lel proceso de repxoducciﬁn animal (15). Eétu?a 7
diar los cambios de estructura y funcionalidad.de lés_még -
‘branas del |espermatozoide humano durante estos:eﬁentOS, -

 es por tanto de gran trascendencia..

Esti bien demostrado que durante el proceso de la madurau
cién epididimaria sﬁcéden cambiéé muy importantes en la -
composicifn,| estructura y funcionalidad membranal dé'loé-
espermatozolifes, entre.otros: disminucién en la cantidad-
" de grupos SH|y de lipidos, cambios en la permeabilidad --
membranal y aumento del nlmero de sitios de fijécidn al -

AMP ciclico (16, 17). Es posible que estos cambios estéh7if‘g:j




~asociados con el desarrollo de la movilidad progrésiva r-

‘conAsecuentemente con la fertilidad del espermatozoide,

Otra série de cambios'necesariamente’deberan suceder en - :

. 1as membranas de los espermatozoides durante etapas pre~— =

vias al. proceso de la fertilizacidn ‘que permltan la adqgui
; c;cidn de la habilidad fertillzante del espermatozoide.‘-
- Una de estas etapas conocida como capacitacifn la cual im
plica cambips‘enlla composicibn, estructura y funcionali-
'5~da&'aellé membrana, fue descrita por primera vez por Aﬁé- v
‘Qiﬁin‘y Chghg'eh_el conejo y en la rata (18;_19)} Quienés‘dg'
mqstraroh qﬁeves nedesarié la estancia de los espermaté#-
zqidééldé'amboé mamfferos en el tracto genital femenino =~
ourrespondiente; para qué puedan adquirir la capacidad --

fertilizante.

fbesde entonces. numerosos estudios han sid6 reaLizados por
;»6iferentes investigaddxes~y a la fecha se ha,establecido—
que este proceso es necesario en'espermatozoides de wtras

‘esﬁécies incluyendo al human» (20, 21,;22, 23, 24).

Los canbios telacionados con la capacitacién-puedeh ser -
inducidos in vitro bajo diferentes condiciones experimen-~
tales, Se ha demostrado que espermatozoides eyaculados -

de'humano, lavados e incubados en presencia de diferentes




-~

°agentes quelantes como. EDTA, histidina y cisteina inducen .

 _una pérdida del 75% del zinc total presente en la célula—',jf

bgespermﬁtica, ésta dismlnucién indujo importantes cambios,f}»}

'°'TfPr1ncipa1mente relaclonados con el aumento en el consumo- i

"'de oxigeno y en 1a movilidad progresiva (25). Efectos si*‘lx

‘imilares pueden ser inducidos al incubar los espermatozoi- :

des en presencxa de AMP cIclico, ATP y liquido folicular-‘

o humano., La interacciﬁn de AMP ciclico y/o liquido fblicu -

lar -con la membrana del espermatozoide, indujo cambios —-_
S conformacmonales en las proteinas de estas estructuras -

':(26)

Rosado Y col. logfarcn inducir de manerérmas eficiehte es
tos cambios in vitro adicionando secuencialmente al medio
,de incubachn 1iquido folicular Humano Yy AMP ciclico, den
; manera que puedan semejarae las dos fases de capacitaciGn

propuestas por Exricsson Y Brackett (27, 28), la fase ini-
cial de lleva a cabo en el fitero donde actfia el AMP cfcli
co y la fase final sucede en la trompa de Falopio en don-
- de actda el liquido folicularkhﬁmanqgllos autores propo--
‘4hen'q@e estas dos faSes son nécesariés para producir capa

citacién In vivo (29).

Actualmente una nueva catégoria de compues tos (Qlucoéahi-

noglucanos sulfatados GAGS) ha sido involucrada en dife-~




rentes procesos relacionados en la reproduccidn de diferan
tes mamiferos (30 31). xisten evidencias que estos. comf ;f
,puestos son szntetizados en las células foliculares ' Vers"*

f_ tidoa al antrc folicular, formando pazte de 1; aecrecidn—;‘”

ﬂfftubaria cuando sucede 1a roptu:a del foliculo (32 33).,,f

Ha;Siab fepbrfado que lajincubaéidn'dé espefmgtbzoideé déc‘ﬁ‘,; 
1;humano en presencia de heparina induce la descondensaciﬁn;fﬂ»1 v
"nuclear (34) y més recientemente se pﬁhlico la presencia-f
,Zde sitios ae fijacién en la membrana del esPexmatozolde e

V humano, especificos para la heparina (35) ast como la ma-'

- yor eficiencia en la fecundaci&n cruzada de los Bvulos de‘

hi&mster con espermatozoides de humano reincubados con la-

heparina (36). En relacibn a estos hallazgos, Lenz Y col.,
indujeron la reacci&n acrosomal en espermatozoides de co-- 
nejo, cuando incubaron las -¢8lulas en presencia da heparlu*

~

na’ y conaroitines sulfato A, By C (37)

Considerande la presencia natural de aléunos glucosamino-
glucanos sulfatados en &} tracto genital femenino de mami -

~ feros, es posible suponer que estas eatiucturas deben ipfi'
teraccionar de alguna manera con el espérmatozoide para -
que adquiera la capacidad fertilizante; es por ello que =

‘se decidié estudiar algunos cambios f131016gicos, bioqut-

micos y netab8licos relacionados con la capacitacibn de -




”espermatozoides obtenidos de sujetos normospérmicbs'e iné

_cubados en ausencia y en presencia de heparina 20 y 40 uM;jf;yi

cambios que necesariamente deben acontecer antes que‘se

alice la fartiuzacmn. L
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TABLA No. 1 COMPOSICION QUIMICA DE ALGUUAS MEMBRANAS CELULARES

11

MEMBRANA PROTEINAS LIPIDOS CAREOHIDRATOS KELACION
; % % $ PROTEINA/
_LIPIDO
. MIELINA 18 79 3 0.3
'z,jMEmBRANAs PLASMATICAQ DE . =
%y?mmmav‘mmmnmm - 37.5. 54,5 7.5 0.7
fCBLULAc DE HIGADO CE e ' -

" RATCN 46 54 24 0.85
'ERITROCITOS HUMANOS 49 43 8 1.1
MOEL sa 4z 413

| MEMBRANAS NUCLEARES DE -
CELULAS DE HIGADO DE RATA 59 42 4 1.6

| MEMBRANA MITOCURDRIAL T | |
TEXTERNA 52 48 trazas 1.1
"INTERNA : 76 24 trazaz 3.0

 RETICULO SARCOPLASMICO 67 13 trazas 2.0
LAMINAS DE CLOROPLASTOS o
DE ESPINACA 70 30 trazas 2.3

| BACTERIAS GRAM-POSITIVAS 75 25 10 30
CELULAS Bela 60 40 . 244 1.5




. TABLA No. 2 CARACTERISTICAS DE MEMBRANAS ¥ COMPONENTES QUIMICOS |

 ACTIVIDAD ENZIMATICA
"ADHESION CELULAR
SITIOS RECEPTORES

AISLAMIENTO ELECTRICO

MEMBRANAS

LA MAYORTA DE LAS

 MEMBRANAS

SUPERFICIE DE LAS
MEMBRANAS

SUPERFICIE DE LAS
MEMSRANAS

VAINA. DE MIELINA

RELACIONADOS. . ...

CARACTERISTICA DE SISTEMA DE COMPONENTES
LA MEMBRANA 'MEMB RANA _QUIMICOS
BARRERA EN LA ' TODAS IAS LIPIDOS
. PERMEABILIDAD MEMBRANAS '

MATRIZ PARA OTRAS TODAS IAS LIPIDOS
'ACTIVIDADES | MEMBRANAS L
FLEXIBILIDAD Y TODAS ‘LAS LIPIDOS
DEFORMABILIDAD MEMBRANAS

PROCESOS DE TRANSPORTE LA MAYORIA DE LAS 'PROTEINAS ¥ -
ACTIVO Y PASIVO GLUCOPROTEINAS

GLUCOPROTEINAS Y
GLUCOESFINGOLIPIDOS

GLUCOPROTEINAS Y

GLUCOES FINGOLIPIDOS

- PROTEINAS Y GLUCO- -

PROTEINAS

LIPIDOS




‘13

'TABLA No. 3 COMPOSICION DE FOSFOLIPIDOS DEL SEMEN HUMANO.

VALORES EXPRESADO3 EN PORCIENTO,

~ FOSFOLIPIDO | ESPERMATOZOIDES . PLASMA SEMINAL

ESFINGOMIELINA - :. 21.4 o f" ‘f ‘t44Lo‘~,
FOSFATIDIL,SERINA 4.7 E ',‘ "j f'Q 3111,2 -
PLASHALOGENO COLINA 27 e

" FOSFATIDIL COLINA o288 18
ETANOLAMINA PLASMALOGENO 9.4 1.3
FOSFATIDIL ETANOLAMINA 21.6 - ”   ;‘Iagfi  36,5
FOSFATIDIL INOSITOL 1.9 = ° vigfi ;;7
CARDIOLIPINA L6 L LELT g

MISCELANEA : ‘ ‘7;9;~ v “% ‘ B ‘39.0‘-v5;,‘-







Muestr@s’Bicl6gicas.

‘Para la realizacién dal presente estudio, se utilizaron’-:_j*ﬁ

- muestras de semen recién eyaculado, obtanidas por mastur-

‘v; bacidn de sujetos normales y féztiles, cuya edad fluctué-lfuf

. entre - los 20 y 30 anos con abstinencia sexual de por lo -

menos tres dfas previos a la recoleccibn de la muestra.

17};1.—:Cuaii£1gac16n del semen.

.!La calidad de las muestras de semen fue evaluada por es--'u

‘:Fetmat°bi°9°°Pia (38)-‘ lLas muestras se recibieron en va~‘d’>

"»sos de precipitados limpios y se mantuvieron a temperatu—

ra ambiente durante 30 minutos para permitir la licuefac-
cifn; las muestras que durante ese- tiempo no 11cuanon per
A€fectamente no fueron consideradas para el estudio._ Una -
vez pasado el tiempo de . licuefaccién, el volumen de la ~- 
‘muestra fue medido, descartando aquella cuyo ‘volumen fue~;f‘
‘nenor de 2 ml., L 7
, N

La movilidad progresi#a del eSpe;matozoide fuevvglo:ada,—"‘
por simple apreciaciSn‘personal ﬁor medib déi’hicrosCOpio, 7

- Sptico en contraate de - fases a 500 aumentos, en tres cam-1

- pos diferentes tomados al azar, acept&ndnse como muestras o

' uormales aquellas~que presentaron movilidad progresiva ma

yor al 50%.
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Ios‘principales contaninantes de una muestra de semen lo-
constituyen los leucocitos, células de descamaci&n epite—"'

‘ 1ial Y cuerpos diversos diferentes a los espermatozoidesu‘

‘Las muestras fueron valoradas en tres campos de observa-fv§"7

' ci&n del microscopio éptico Zeiss en contraste de fases,
’aquellas que presentaron mas de 7 células contam:.nantes -
en un campo de observacidn fueron eliminadas. El nﬁmero- |

. de espermatozo:.des de cada muestra seleccionada como bue-_q__k_"_‘
| fue mayor o 1gual a 50 mi.llones por mililitro del eya
culado. -

2. Ménipulaéidn de las muestras para‘ obtener la suspen=-—

~gibn de espermatozoides lavados.

Io.si:’_k,espermatozudes fueron separados del plasma seminal -_

por centrifugaci&n durante 20 minutos a 2, 800 rpm., en tu-"' T

I:'oé oSnicos de plé,stico, g__raduados a lSvml‘. en una _,cent;'_:f_.. o
fuga clinica Sorvall GLC-l. Los esperm'gtozoideé separa—-’-'
dos del plasma seminal fuerdn resuspendidos en solﬁcién -
amortiguadora Ring‘er Krebs, libre de calcio pH 7 4 eh p‘ro’
porcién de 2 veces el volumen de la muestra, centrifugén-,
dose a 2 800 rpm durante 15 min.

Fl sobrenadante fue descartado y al prec_ip.itado , 8in re--
suspénder las céiulas, se adicion& amortiquador Ringer --

Krebs y se retiré con pipeta Pasteur. Este lavado se re-.
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piti& dos veces més con el objeto de eliminar el plasma -

semlnal que pudiera quadar adherido en las paredes del tu;‘

:4bo. en seguida el precmpitado se reSuspendié en el amortzy}fﬂ;

»ﬁiguador Ringer Krebs utllxzandc un volumen igual al de la-f

’”ﬁfjnmestra orxg1nal._7

El ntmero de espermatézbides se determin® pbr el métodd -
‘ del hematocitémetro (39). ESte‘métodc COnsiste eh'53 ﬁsb“
Qe la camara Neubauer ¥y 1a mlcropipeta para glébulos blan'
‘cos: con la que se aspir6 la suspen516n celular hasta_la—
;marcé d.SIy después se llend la-micropipéta’haséa él afo~
:,fb,.marcayi.l éon la soluciﬁn fijadora que éontiene foxrm-—
ﬁdl al lé y citrato de sodio al 2.9%, 15 pipeta se aqité~ :
"para homogenizar la suspensidn celular desechando ias -
'tfes primeras gotas antes dé llenar la cémara,Neubauér;‘q
: ihmediatamehte despuds se apiicéylévmﬁestré en'la cémara;.k
y se dejo reposar 5 minutos para permltlr la sedimenta~ - ~
‘cxén celular; pusteriormente se coloc6 la cé&mara en la =~
platina del microscopio dptico en contraste de fases y se
- localizd la cuadricula para glébulos blancos procediendo;4
a2 contar-los éspermatoéoides gque se encduentran en log cué £
tro extremos y. el central de la cuadricula, ElL nﬁmero de
céiulas de dada}cuddro se suma, el resulﬁado seTmultipli-
ca por 20, factor‘de la dilucibn empleada, por 5 que es =

la quinta parte de la cuadricula total para qldbulos blag

[N
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'cos y finalmente por 10,000 para obtener el vblumen final
"vde 1 ml. de la suspensi&n celular. " De esta manera se ob-”

tiene al nﬁmero de espermatozoldes en mlllones/ml. de la-f;j

'rsuspenszén celular..

J3}¢’Cambibs en la composicibn ligidica del espermatozoide.

_ Sistemé de‘incubacidn.

+

°;De la suspen516n de espermatozomdes lavados COmo yéAse intg':
| 'rdicé se tomaron alicuotas equlvalentes a 300 X 106 celu~-l'ﬂ
v,'.las,;se centplfugaron a 2,800 pm. durante 15 min. Los pa

‘ ’quétes celulares se resuspendieron en 3 ml. de solucibn -
Ringer Krebs incubandose durante 120 min. a 37°C en ausen
cia y/o en presencia de heparlna 20 y 40 uM. Una vez = -
_transcurrido el tiémpo de incubacién, los tubos se réc14— 
bleron en hielo e inmedlatamente fueron centrifugados” a -

- 2 800 rpm. durante 15 min. en una centrifuga clinica Sor~}
vall ‘GLC-1, a los precipitados se 1es extrajeron los lipa
dds~de acuerdo al método de Folch (40) y en los sqbren&~-
dantes se estudif la presencia de protefnas por eleéfrbfg'

reéis‘en'geles discontfnuos de poliacrilamida.

4, ’Exttacci6n de lipidos totales.

Material y reactivos. Todos los reactivos utilizados fue
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- ron de grado analitico.

' Cloroformo

‘:;Metéhdl‘

c10ruro de potasbo b

:Cblumna empacada con’ fibra de vidrio
' Método:

o Los precipitados que son el equxvalente a 300 X 106'esper
'_matozoides se resuspendiercn el vloroformo metanol 2:1 --f .
.4v/v, primero 3 ml. de meta*ol Y posterxormente 6 ml. de -
rcloroformo con agitacidn continua. Los sistemas de extrac. -

cién se dejaron a temperatura ambiente durantevla_hrs.,‘— |
- para permitir la extraccidn de los 1lfpidos, posteriormen-
‘ee; pafa eliminar los*resiauos, los‘contenidbs se filtra-
i ‘_‘1:0:(1 & través de una columna empacada con fibra de vidrlo,
-;previamente lavada con. cloroformo metanol 2:1 v/v, inme--
: ,_diatamente se adicionaron a los extractos de lipldos‘KCL—‘
0.05 M en cantidades'équiValéntes a una quinta parte de -
loévvolumenes de los tubos. Se dejaron a 4°C durante 1l4-
hrs., después se retiraron las fases supeiiores {acuosa) -
'cén el‘objeto de e;iminax el f6sforo inorgdnico que no co

‘rresponde a fosfolfpidos.

'El extracto de lipidos se ajust8 a 10 ml. con cloroformo-

metanol 211 v/v del cual se tomaron alfcuotas de 1 y 3 ml,
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‘para la cuantiacién de fésforo inorgﬁnico y colestarol ~-:"

'respactivamente.

© a) Cuantiacién de fésforo de fosfolipidos totales, =
Reactivos:

Cloroformov

Metanol

W Acido perclérico concentrado o

' Molibdato de amonio al 5%

‘;Acldo sulfﬁrico 10 N

Reactivo de Fiske.
"Equipo:_

3 Espectrofot&metro, modelo Spectronic 21

Aparato termoreguladarajustado a 60° y 180° f 
fMétodo y fundamento;‘

14 cuantiaci&n de fosforo de fosfblipidos totales se efec
tu6 utilizando el metodo propuesto por Bottoger (41), el-
“cual se basa en 1a ‘reaccién de &xido reduecm&n entre el -
fcido fosfomolibdico formado y el reactivo de Fiske, for-‘
mando un cromdforoycuya Intensidad de color es directamen

' te proporcional a la cantidad de fosfato inorgénico pre--

sente.
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Para. la cuantiac;én ae f&sforo de fosfolipxdoa tota‘es to ff
 do el material de vidrio fue tratado previamente con solu

’ ciﬁn ae acido nitrico 3N durante 24 horas, posteriormentezilg

,  ’ise enjuagaron 5. veces can agua aesionizada y se sacaron ~‘,fv
f?;_en la estufa a 100°c. '
En los tubos tratados como ya se mencioné, 8se ev;por& 1 -f,_,[

£ ml.‘del extracto cloroformo—metanol en. bano maria a 60°C,7v

:‘se adicionaron 100 ul de agua. desionizada v 200 ul de aci;ﬁﬁhﬂ

ﬂ do percl&ricn, se- someti& a hidr&lisis a 180°C duxante 45'TF

; m;nutos. Bl fésforo org&nica se convierte en ortofosfato‘!
’él céientar el extracto que contienen los lipidos en pre—‘ v
sencia de una nezcla acmda oxidante. La parte org&nica -,{5, 

. se oxida Y forma biﬁxido de carbono que se’ evapora ¥ el -f**::

A residuo se. analiza como fosfato inorg&nicn. ;

'una vez pasado el tiempo de hidr&lisis, - enfrié y se i

rea!lzaron las siguientes adiciones-'

2.2_m1 de agua desionizada

0.15 m} de &cido sulffrico 10 N.

0.2 ml del reactivo de Fiskeg

Inmediatamente despuds, los tubos se calentaron para desa

rrollar color a 80°C durante .5 minutos, después se enfrié

ron en hielo. Simult&neamente se trabajd una curva estan
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dar de fdsforo utilizando valores de concentraci&n entre—,

a. 3‘Y 3.0 uq por sistema. Se realizaron las lecturas a - i

:buna longitud de onda de 830 nm, usando un espectrof°t5me-iil*~

 tro Bauch & Lomb, modelo Spectronic 21.v La figura No.,2—'
"!nmestra 1a curva patr&n de este método, donde los valorean

f expresan el promedio de 10 determinaciones por duplicado.'

Las dLnsidades Gpticas obtenidas correspondientes a los -[ ol

experimentos, fueron interpoladas en la curva patrén c es?; ;;f

1'¢ftandar.'-¢

b),Cuantiééidn défdoiéSte:oiJ3g_i§;

- Reactj,vos.? y

Cloroformo destilado .
Anhldrido acético e
| Ac%dp sulfrico. E

Espectrofobﬁmetna vaahem 755-

Bafio de: agua ajustado a 37°C.

Método y-fundamento.

La cuantiaciﬁn de colesterol se realiz& utilizando el mé- ,j,‘ ?

todo de Perro (42); el cual elimina pasos adicionales co~’

| mo precipitaciﬁn-y saponificacién; cuyo principio se basa

en la formaciéh del 5cidg bisgw3-5 colestadieno, el cual -
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_ por medio de la reaccibn Liebermann-Burchard forma el fci

‘évki?db bis¥coleétadienil'monosuifénico el que en 955535013:59

Vv;ﬁganhidrido acético Y en condiciones fuertemente &cid&s, for

jffﬂ}ma un- croméforo de colox ‘vexde; cuya intensidad de colo:-;j;¥~f

”fffes proporcional a la concentraciGn de. colesterol presentéy f ff

V.Para la cuantianiﬁﬁn de colestnrol, se utilizazon 3 ml -- :

':L55631 extracto cloroformo-metanol y se evaporaron en bafio -

i"fmaria a 60°C, adicionandose secuencialmente los siguien--zi

'j*tes react;vos:'

'-f{zoo ul de. cloxoformo ,‘1 |
160 ul de anhidrido concentrado
30 ul de acido sulfurico concentrado ‘ o
L El desarrollo del color se realizé incubando 1os tubos a-:;

5\fj37°c durante 5 minutos.»,j‘

-v_féimﬁltéheamente‘se trébajﬁ nné curva estander don'vaiéfés:
. de concentracifn entre 10 a 50 ug por sistema, las leétﬁ-‘
ras se realizaron a una longitud de onda de 640 nm, en un

“f espectrofotémetro UVichem 755—6, la figura No, 3 muestra—

}',la curva patrén de este método, los valores expresan el -

;‘v‘promedio de 8 determinaciones por duplicado.

5. ' Electroforesis. =

La posible presencia de proteinas en los sobrenadantes ==
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daaprendidos del aapermatozoide durante la incubacién,

fue investigada por electrofores;s en geles disco finuos-~;;

”;da~poliacrilamxda en presencia de dodecil sulfato;de so-—‘

dio (SDS) (437. La concentraci&n de acrilamida fue de 3%

para el gel espaciador y de 10% para el gel separador con .-

l y 9 cm de longitud, respertivamente.‘~:j

Antes ds la electroforesis, todas 1as muestras (sobrenadan
k has de incubaci6n »n presencia y/o en ausencia de hepari-
na’ 20 y 40 uM), fueron dializadas durante 6 horas a d4°c -
oontra agua bidestilada, después se evaporaron los diali-
- zados a sequedad y redisolvieron en 200 ul de agua deéti~
lada y se calentarxon a 1.00°C durante 3’mihutos;eh‘bresen—fv
cia‘de (SDS) 2. 5% glicexol, mercaptoetanol, azul de ‘Bromo

fenol Y amortiquador Trisma-base.-

Laf™ electroforesis se realizaron con amortigquador Trisma-
base 0.025 M, glicina 0,15 M y SDS al 1%, aplicando 2 - -
mA/tubo durante 20 minutos; deé;ués ¢ mA durante 5 horas.

Geles por duplicado fueron trabajados en paralelo con un-
gal con estandares para pesos moleculares (fosforilasa B,
BSA, ovoalbGmina, anhidrasa carbSnica inhibidor de soya y
‘lisozima) BIO RAD Low SDS Gels Electrophoresis, Al termi

nar la electroforasis una serie de geles y el co:reépoﬂ—f’
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f._“diente a los estandares se fijaran y se tiﬁernn con meta-y ‘

-,.nol 50% 5cido acétlcn lﬂ% y azul bxillante de anmas 1e~v

|.0.25%. oOtra serie e qeles se pmcesé sigule“dfﬂ el p,
‘3j;ﬁdimiento de &cidn peri&dico (44).'_‘ T

S sacxén del nﬁcleo de los espermatozoides.,_ti:wa° :

”r sest1mar la movilidad, v1abilidad y actividad descon :

L ensante del nﬁcleo de los espermatozoldes, lnducidas por:% 7f

'17.fla heparlna, se utlllzaron para cada uno de estos par&me-

}'trcsﬁtres sxstemas de incubacibn con 50 X 10° espematozol
. des ¢éda uno, en un volumen fijo de 0.5 ml de solucibn ==
‘Ringer Krebs libre de calcio. El primer sistema‘de incu-i;
.fbaci&n fue el control, sxn heparina; al sequndo sistema e'
fifde ;ncubaCLdp se.le adicioné heparina a una concentracifn
' . aé'zo uM y'AIVtercero heparina 40 uM. Los sistemas de in
: ‘cﬁbaCién se mantuvieron a 37°é con agitacién continua.

-

Movilidad préqresiya.

'?ara evaluar la movilidad proqresivakde los espermatozoli-
des, se utilizd el método descrito por Kremer (43), déteg
minandd la distancia reccrri&a por las c&lulas en suspen=~
sién dentro de un capilar que contiene el mediv de experi-

mentacidn correspondiente a intervalos de tiempo de 30, =
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60, 90, 120 y 160 minuos.

| Reactivo as Fosfato de sodio monohidratado 0.2 M
"ineactivo Bt Fbsfato de sodio dlbasico anhidro 0.2 M*f

i Solucidn de hidréxido de sodio para ajustar PH.

':“  ]001orante azul de tripén al o. 1% en amortiguador de

*‘;fcsfatos o.2 M pH 7 4 El amortlguador de fosfatos

sa prepaxé mezclando 14 ml del reactxvo a més 36 ml
del reactivo B aforando a 100 mly ajustando apH -

de 7049 .

: .EQuipd:y-

_ééfénéidmetro.MOdéiG'Compénéater E¥3§8ﬁ“_  

Microscopio &ptico Carl Zeiss K-17-11-%.
MBtodo.

La viabilidad de los eSpermatozaides se determin de,aéneg
do él’método propuasto‘por Toullet (46). De cada sistema‘
de incubacibn se tomaron 50 ul y se adicionaron 25 ul del
colorante azul de tripan se mantuvieron a 37°C por 5 ming
tos. Después de la interaccibn de los espermatozoides =--
con el colorante, se valor6 la viabilidad a tiempos varia

bles desde 30 hasta 360 minutos mediante la observacibn =




§ ﬁh'de por. lo renos 4 campos diferentes de las preparaciones-gi

*Qcorrespondientes estxman&q el porcentaje de celulas vivasff

coloreadas) Y- el correspondiente a las celulas muer-~,?(
 ;tas (coloreadas) utilizanao el microscopio 6ptico en conw;"

f}trastende fases con aumento seco fuerte.

‘[}jﬂﬁésbondensacian{qu’

5f¢Reactivos=

801uc16n fijadora pH 7. 4.u,- e o
2 gr. de paraformaldehido se disolvierOn en 50 ml -

de agua bidestilada, a 60°C agregando 3 gotas de -~
_NaQH iN y se dejb enfriar. VSe agregardn 20 cc de =~

- glutaraldehido al 25%, 90 ml de cacodilato de sodio-

e 0.2,& pH 7.3. 8e afor6 toda la mezela a 200 ml con

" agua bidestilada, finalmente se ajusts a pH 7.4,

Fijacifn de la muestra:

Se tomd una alfcuota de cada uno de los siStemaé de
incubacibn y se diluyé‘lzj con el fijador. Estas -
'muestras se mantuvieron a temperatura ambiente du-=

rante 60 minutos e inmediatamente después se lava-=~
‘rcn 3 veces con el amortiguador de cacodilato de 80

dio pH 7.3,

Método:r
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ffg]Para evaluar el grado de descondensaczén nuclear, de 1as~ ‘

‘Jgsuspensiones de espermatozoxdes f;jados, se reallzﬁ a - ~.”%;

 5;tomando alIcuotas adecuadas Y. contando 1as células con- nﬁ
}cleos intactos (no descondensados) y laS'células con nﬁ--'

i'cleos actuados (descondensados), en por lo menos tres cam

7{ffpas diferentes de las preparaciones,'utillzando el micr05'

,’f;coplo éptico Carl Zeiss en contraste de fases con filtro—

erde de interferencia.

Consumo de Oxigeno.

La'aCtividad‘respiratoria de lqsvespermatozoides:se deter
‘miné polarograficamente a 37°C usando un electrodo doble~
ae plata/platino Modélo Llark YSI con membrana de 0, 001"

a un potencial constante de 0.8,v, el que a su vez estf -
integrado a la c&ma:a de respiracidn de- 1.5 ml de éapaci-

. dad.

Déila pozé de espermatbzoides 1évados se tomaron 3 alicuo
 #&3 equivalentes cada una a 108 células vy se incubarbn du
yiaﬁte 2 hrs., a 37°C en ausencia de heparina (control) y~
en presencia de heparina 20 y/o 40 uM; inmediatamente des
' pués, los sistemas de incubacibén fueron centrifugados a -

2000 rpm. durante 15 min. Los sobfenadantes se descarta—

ron y los espermatazoides se resuspendleron en 0.3 mJ de-

{ dia dd fasforilacidn (47) e introducidos ala c&mara -"

tiempos definidos de 30 60, 90' 180, 240 Y 360 minutos, S
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de respiracifn para los registros del consumo de oxfigeno.
Después de los registros cotréspondientes al consumo ba--
‘sal,' se adiciond como substrato exbgeno succinato de so--

" dio a una concentraci6n final de 12 mM.




AT RESULTADO s -
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Los resultados obtenidos respecto a la cuantiéciénwdeFIOQ{*
lipidcs después de que los espermatozoides fueron incuba~~
‘,dos en amortiguador de Krebs Ringer pH 7. 4 durante 2 hrs.{{lg
‘fa 37°c en ausencia Yy en presencxa de heparina 20 ¥ 40 uM,*}fﬂ
'muestran claramente que los fcsfolipidos permanecierbn i

constantes aun en los espe:matonLdes que’ estuvieron en =

~contacto con la heparina. Bajo estas mismas condiciones- : e

experimentales, las cantidades correspondiehtesﬂal*coles-
. terol y a las relaciones colésﬁerbl/foSfolipidOSfsi“sé‘mg
difiéaron, siendo menores IQSVValores co:reSpondientes a~

los casos de tratamientos cdn heparina tabla No. 4.

Cuando las incubaciones fuerxron realizadas en presencia de
heparina 20 y 40 uM se produjo el desprendimiento de ma=- .

ﬂterial protéico de los espermatqzaides el cual fue libefga

. do al medio de incubacibn. Este material al ser estudia-

;l_do por electroforesis; reveld la presencia de una glicd--
. protefna con peso aproximado de 65, 000 Daltons, Eéta -
‘glicéproteina no se bbServé en los geles correspondientes
a los sobrenadantes de incubacién en ausencia de la heﬁa—

rina figura No. 4.

Log resultados obtenidos en relacifn a la movilidad progre
siva del espermatozoide, muestran un importante incremenw

to de este parfmetro cuando las células se incubaron en =
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presencia de hepariﬁa‘ZQ.uM y mgyor‘aﬁn,cuandq la concén;‘¥f 

tracién de heparina fue ae 40 uM bomparados'con7los valo~"
res correspondlentes a espermatozoides incubados .en ausenf

cxa del glucosamlnoglucano, Tabla No. 5. 

I0s experimentos realizados para.estudiar la viabilidad -

" de los espermatozoides después de 6 hrs. de lncubacién no;i,f‘h

mostraron diferencias en el nfimero de espermatozoides V1a

" bles; independientemente de la presencxa de la heparlna -
-en el sistema de incubacibn. La desc0ndensac16n del nG--
;cieo~de los espermatozoides registrada a 1os 120 min. fue
solamente del 5% y hasta del 50% a los 360 mlnutcs de in-

cubacién en presencia de heparina 40 uM TablaNo. 6.

10s espermatozoides lavades y preincubados durante 2 hrs.
a 37°¢C en‘praéencia de heparina 20 y 40 uM, ﬁostraron un-
bc0nsumo de oxigeno basal mayor en comparaciGn con los va-
lores registrados por los controles. BEste mismo comporta
miento fue observado cuando se adiciond a los espermato—-
zoides succinato a una concentracidn de 12 mM lo cual po-
aria ser indicativo de un aumento en la permeablilidad mem
branal‘comokconsecuencia de la péréida de colesterol indu

cida por la heparina. Tabla No. 7,




TABLA No. 4  CAMBIOS EN LA COMPOSICION LIPIDICA DEL
ESPERMATOZOIDE HUMANO INDUCIDOS POR LA HEPARINA.
"EL NUMERQ DE OBSERVACIONES ESTA INDICADO EN

PARENTESIS.

coms'rERoL .chroko ' COLESTEROL -

0.74 0.2 0.53 +0.15 1.4+ 0.6
(8) 0 (8) - (8)

| BEPARINA  0.67% 0,15% 0.55 + 0,18 1,22 % 0.4%
307 e e e

. HEPARINA . 0,544 0.1* 057 % 0,11 0.95 £ 0,2%
P wy 6 . &y e 5

' 1os nfmeros expresan valores promédio + la desviacifn es-
tandar de las micromolas de colesterol o de fosfato/lﬂgi—

' espermatqzoides.
i j*indicéﬂuﬁa'dife:encia_significativa con valor de P& = =
©0.001 cuando los valores se compararon con los del grupo-

rontrol por la prueba de "t" de studen apareada.




Figura No. 4 'Electroioresis discontfnua
en geles de poliacrilamida 3 y 10%. Dode
cil sulfato de sodio al 0.1% de los go~- !
brenadantes después de 2 hrs. de incuba~
cibn a 37°C.

A} en ausencia de heparina, B} en presen

cia de heparina 20 uM, C) en presencia -

de heparina 40 uM y D) estandares para -
pesos moleculares.
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TABLA No. 5 CAMBIOS EN LA movxnann DEL. ESPERMATOZOIDE
HUMANO INDUCIDOS pon LA HEPARINA. n

e TIEMPOS EN ‘,cowwgoz , ,LfHEpARINA | HEPARINA*"

I+
§+

1.2 7.4

I

1.5 :
1.8
12

60 - 61%1.3 8.3

90 w2

I+
i+

200 7 3.0.7 :

I+

2.1 12,4

-+
i+

3.1 15.8

I+ 4{+

120 114 £2.4 16,5+ 3.4 21.6 £ 2.4

15,2

t+
I+

2.2

1+

2.7 22.1

j+

2.1 26.8

1+

18.3 + 3.0 26,3

f+
i+
i+

3.3 33,5 + 3.7

Ios datos expresan los valores promedio + la desviaqiép -

estandar de la distdncia.{en mm) recorrida por los,eSPef#'

matozoides. En todos los casos el nfimero de observacio=-

~ nes fue de 5.




~ TABLA No.‘6 VIABILIDAD Y DESCONDENoACION DEL NUCLEO DEL§5~f qu
..'ESPERMATOZOIDE EN PRESENCIA ¥ AUSENCIA DB HEPARINA. Losjv

.’fanOREs ESTAN. EXPRESADOS EN poacrzumo.;,~

B ,?“V‘i“A BILIDAD DES CONDENSACTON

EN e e -
T . HEPARTNA = = .. KEPARINA;'if« S
~ MINUTOS  CONTROL ~ (40 uM) . - CONTROL, MOuw o

'.ijp;,ff:.ngQSO" e - .2€5
e 85 8a

o 84 82

3.0
1.0

120 §2 80

180 80 18
| 30
Cso

30 7% 16

w o o o o o o o |

‘360 78 75

Los nfimeros representan el valor promedio de 4 determina~

ciones.
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"”TmﬁBLA No. 7 consuuo DE OXIGENO o ESPERMATOZOIDES LAVADDS ¥ -
PREINCUBADOS EN AUSENCIA Y EN PRESENCIA DE HEPARINA 20 ¥ 40 uM-
EL NUMERO DE CASOS ESTA INDICADO ENTRE PARENTESIS.

 andiciqneé o Consumo | '  ‘Succinato
Experimentales . Basal _ . (12 mM)

‘En épsepé;é de ‘ L R R
Heparina - - 5.0+ 0.8 . 7.2+ 1.2
b T .-

En presencia

de Heparina 20 uwM, 6.5k 1.2 . 9.4+ 2.3
o w @
En presencia de A S : _ 3 kb R
Heparina 40 uM. 7.5 %20 710,34 2,1
B} - S 4y

1os nlmeros expresan el promedio + la desviac16n egstandar de ~-
las nanomolas de Oxfgeno consumidas x 10 espermatozoides - ~ =

-1 . .
x min~",
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: De acuerdo & 1os conocimlentos r501entes, la capacitaciént5

.del espermatazoide es un proceso en el que particxpan di- 

ferentes companentes que :.nvolucran cambios en los gl:.co- e

conjugados en la superflcie del espermatozoide, en los n-_ﬁ'  ,“;

antigenos, en los lipi&os, en las particulas intermembra—‘&
nales, en la fluidez membranal, en la permeabilidad a io~

:;hes y a las moléculas pequeﬁas 2% en el metabpliSmo interé‘ 

fmed;ario del espermatozoide ( 48, 49 50, 51). Componen-';', ﬁﬁh

tes del plasma qemlnal Pueden eV1tar tanto la- capacita- -f 
’ cxén;como laireacci6n acrosomal (52). ,Independxentemente |
delvmeCanismo involucrado, es obvip que la présencia del-
plasma seminal en el medio de fertilizaci6n no es desea--
ble; Es probable que parte de la capanitac16n sea la pérl{
dida de macromoleculas del plasma seminal absorbidas en -f,

| el espermahozoide durante,la eyaculacién (53,754),

Uﬁovdellos primeros'eventos que ocurren durénté.ia capacg :
tacién es la liberacibn de un glicoconjugado de 1a~sﬁper-vv
ficie del espermatozoide, el cugi puede inhibir la fija==-
cién del espermatozoide capacitado a la zona pelficida - =
cuando es adicionado en los ensayos de fertilizacibn in -
Xiggg. Este factor descapacitante puede ser 1iberado.por
la accibn de fuerza ibnica (55) o por la digestién con la

B-N-acetilhexosaminidasa (56). Estos y otros resultados-

sugieren gue los glicoconjugados adsorbidos en la super—-




"“"'"'f-,\}ficie el esPermatozoide Y. que son- liberades &urante a0

ﬂcapacxtaclén pudieran estar relac:onados ccn la presenciafff“f

fgluccprotetna en los medias de incubacxdn solamen~ }

Vﬁte cuando 105 espermatozoides fuer0n incubados en presen-’
f,cxa-delfmucopolisacarido a concentraclones de 20 y 40 uM,
t7nDe ser eato ast podria pensarse que esta przmer cambxo —a

*ig;inicia otros més a nivel de. membrana, lcs que podrfan es-f;

jtar relacioaadOS con la dismxnuci&n ‘en los niveles de co=-
;?‘;lesterol encontrada en nuestros experimentos. en este sen“5
7'1‘tido es importante mencionar la acc16n inhibitorla de sus -
,pensioues que contienen. colesterol sobre la capacidad fer
vtilizante de espermatozoides de conejO*capacitados en ﬁtei-"
1>f?d, Por tanto parece ser necesaria la. pérdlda de coleste
'"lfrol del espermatczolde para prcpiciar la desestabilizac;én
’]de'laS—membrnas (57) asf{ como los cambios propicios para-
“; <la penetraci&n de la heparina la cual actud descondensan-
:*Jdo la cromatina nuclear obteniendose el mismo grado da ~-
descondensacién en ambas concentraciones 20 y 40 uM. En-
inuestros experlmentos fue necesarlo realizar pruebas de -
fdescondensacibn del nﬁcleo de los espermat0201dea induc1—
da‘por<la heparina para corroborar la actividad del mucopg
lis;éérido sobre los espermatozoides y ademds para esta--
blecer el tiempo de incubacién necesario que permitiera =~

obgervar al microscopio 6ptico indicios de descondznga- =~

ci6n nuclear; lo cual era indicativoide que el mucopolisa - v"”




‘ 'c&r1dc ya: habia interaccionado con»la superficieVde 1os‘“

En'el presente trabajo se estudié como paramétro del meta V‘
;¢bolismo de los espermatozoldes el consuno de oxigeno ob--i‘
 fservandose que la actiV1dad respiratorla sxempre fue ma-~ ;

:yor cuando las celulas fueron preincubadas en presencia -f:

del glucosaminoglucano, lo cual explica en parte, el aumen
»féto de la mov;l:.dad progresxva de 1os espermatozo:.des obser
“f;vada durante la lncubaciones' asi como la mayor respuesta.
'resplratorla al adicxonar succinato exégeno. Este compor
tamiento seguramente es proplciado por la dismlnucién del
cqlesterol membranal como lo,demuestran nues tros resulta—
_dbé. Esta dlsminucién de colesterol nc afect6 la viabilla~
,dad de 1os espermatozoides al menos hasta las 6 horas de- 

: J.ncubacidn .

De acuerde a nuestros resultados es posible postular que-
la heparina utilizada en las condiciones experimentales -
. descritas, parece estar actuando al menos parcialmente co

;mb'ﬁn inductor de la capacitacidn dél‘espermatozcide huma -

no eyaculado.,
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