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Para lograr un entendimiento de como funcionan las célu-

las la composición molecular det~llada y la .estructura de 

las membranas deben ser conocidas, ya que son el primer -

. sitio de in teracci6n con su medio (1) • 

Las m~mbranas celulares sirven no solamente de barreras -

estructurales separando compartimientos acuosos de compo

sici6n variable, sino tambi~n participan de manera muy a~ 

tiva en el transporte selectivo controlando las sustan- -

cias que pasan a través de ellas, mediante la acciOn de -

enzimas caracter!sticas (2). 

Se han elaborado diferentes modelos de membrana con los -

cuales se trata de establecer las formas de combinaci6n -

de proteínas, lípidos y carbohidratos en la membrana in-

tacta, algunos de ellos son sistemas artificiales corno -

por ejemplo: liposomas que son fosfolípidos organizados -

en estructuras bicapa vesiculares completamente cerradas, 

de aspecto y tamaño variable según el grado de ~gitaci6n

rnec~nica usada en su preparaci6n (3), películas negras de 

!!pido, se forma una bicapa de fosfoglic~ridos separando

dos compartimientos acuosos (4). Utilizando dif2rentes m! 

todos químicos 1 fisicoqu!rnicos como: marcadores de spín

del electr6n, donde un ~cido graso o un l!pido portador -

de un marcador de sp!n como el grupo nitrosilo se incorP2. 

.'.·-·· 
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ra a la membrana (5), resonancia magnética nuclear, difra.s, 

· cil5n de rayos X, señaladores fluorescentes que son útili-

. zados para estudiar la fluidez de la membrana (6, 7, S). -

El uso del mióroscopio electrónico ha revelado que las -

membranas sint~ticas o biol6gicas poseen una estr~ctura -

trilaminar con un espesor total de 7 y 9 nm dependiendo

del tipo de sistema de membrana en particular. Mediante

estos estudios se ha podido establecer· que los 11.pidoi,; -

son !)\UY importantes en la. forn1aci6n de la matriz central

de las membranas biol6gicas. 

I.a primera hipótesis importantes sobre la estructura de -

las membranas biol6gicas fue propuesta por Davson y Dani!_ 

lli en 1935, estos autores proponen que se po~r!a produ-~ 

cir una estructura m~mbranal estable mediante el arreglo

simétrico de una bicapa de lípidos cubierta en ambas ca-

ras por una capa de proteínas (9). 

Posteriormente ~~bertson propuso un modelo estructural, -

modificando el de Davson y Danielli, el cual desigri6 como 

membrana unitaria y que presenta una estructura universal 

para todas las .membranas bio16gicas. Este modelo consid! 

ra que la membrana unitaria estS constituida por una bic! 

pa de lípidos polares mixtos, con sus cadenas hidrocarbo

nadas orientadas hacia el interior, formando una fase oo~ 
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' tinua de hidrocarburos y sus cabezas hidrof1licas se en--

cuentran orientadas hacia. el exterior y que las prote!nas 
' 

estan organizadas en forma extendida más que en la qlobu

lar (10). Una objeci6n a este modelo universal p.roviene

dé las amplias variaciones que se encuentran: en la compo

sici6n lip!dica y prot~ica y en consecuencia en la activ.f. 

dad de. las diferentes membranas. 

Actualmc;1hte. el modelo membrana! m4s aceptado es el del mo 

. saico flutdo, postulado por S.J Singer y ·G. L Nicolson en;.. 

1912. (1). Afirma que los fosfoUpidos se encuentran org! 

n$zados en bicapas formando una matriz flu!da de crista-

les 11quidos, en esta bicapa, .las molt!oulas lip!dicas in

dividuales pueden moverse lateralmente dotando a la bica

pa de fluidez, flexibilidad y además de una resistencia -,. 
el4ctrica elevada de relativa impermeabilidad res~ecto a-

las mol,culas muy polares. Algunas de las proteínas se -

encuentran parcialmente empotradas en la membrana mien- -

tras que otras penetran totalmente en ella, los l!pidos -

est~n en un estado fluido intermediario debido a la pre-

sencia de colesterol y las prote!nas externas e intr:rnas

muestran una asociaci6n cbn la fase lip1dica (figura No.-

1), 

En base a la proporci6n química en peso seco' de prote!nas 

- i ~ 
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o 11pidos, tabla No. 1, las membranas pueden ser agrupa-

das en tres clases: 1) las membran.as representadas por la 

vaina de rnielina·de los axones n~rviosos, la cual tiene -

muy baja propo,rci6n de prote1nas con respecto a U.pidos y 

que funcionan· fundamet1talmente oomo aislantes, con poca ·a~ 

. tividad bioqu1mica, 2) membranas compuestas de aproximad! 

mente del 50% de prota!nas representadas por las membra-

nas plasmáticas animales, que comparadas con la vaina de

mielina han incrementad~ su actividad enzimStica y de - -

transporte y 3) las membranas cuyos componentes más impor -
tantes son las proteínas, o:>mo son por ejemplo, las m~-

branas celulares bacterianas y la membrana interna de las 

mitocondrias, que con ti.ene sistemas enzim~ticos complejos 

y est§n involucrados en los procesos de transporte, en la 

forforilaci6n oxidativa y en la síntesis de los !cidos nu 

oleicos (ll, 12}.. 

La oomposici.~n y estructura de las membranas biol6gicas -

varían ampli~ente según la proporci6n relativa y·catego

ría de sus l!pidos, prote!nas y carbohidratos, lo cual es 

determinante para las caracter1'.sticas de funcionalidad e!. 

pecíficas como antigenicidad, actividad enzim~tica, tran! 

porte, rE~acciones receptoras y funciones metab5licas ta--

bla No. 2. 

La compos.ici6n de la membrana de los espermatozoides de -

. ; ¡ \.-. . . . •L ~-



los ferentes mam1feros se caracteriza por su alto cont!.. 

l!pidos, de los cuales, en la especie humapa1 l()s 

fo$fol pidos representan el 66t tabla No. 3 y las cantid! 

des de colesterol var!an dependiendo de la especie, por -

ejemplo; espenaatozoides de carnero y toro que contienen- · 

menor e ntidad de colesterol que la cantidad presente en ... 

espennatozoides de conejo y humano. Diversos trabajos han 

estable ido valores diferentes en las relaciones coleste

rol/fosf l!pidos y acido¡:;. grasos saturados/,é:idos qrasós

insatura '.os·· (13, 14). 

Las membr~mas de los gametos 11\asculino y femenino son de

fundament l importancia en los diferentes eventos relaci2_ 

nados con el proceso de reproducci6n animal. (lS). Estu-

diar los e bios de estructura y funcionalidad de las m~ . 

branas del espermatozoide humano durante estos eventos, -

es por tan o de gran trascendencia •. 

Esta bien d•mostrado que durante el proceso de la rnadura

c.i6n epididjmaria suceden cambios muy importantes en la -

composici6n, estructura y funcionalidad rnentbranal de los

espermatozoi 1es, entre otros: d~sminuci6n en la cantidad-· 

de grupos SH y de lípidos, cambios en la permeabilidad -

membranal y aumento del número de sitios de fijaci6n al -

AMP c1clico ( 6, 17). Es posible que estos cambios estln 



asociados con el desarrollo de la movilida4 progresiva y

consecuenternente con la fertilidad del espermatozoide. 

Otra serie de cambios necesariamente deberdn suceqer en -

las membranas de los espermatozoides durante etapas pre .. -

vias ai proceso 'de la fertilizaci6n ,que permitan la adqu_! 

cicidn de la habilidad fertilizante del espermatozoide. -

Una de estas etapas conocida corno capacitaci6n la cual 'i!! 

plica cambios en la composici6n, estructura y funcionali

dad de la membrana, fue descrita por primera vez por Aus

tin y Chang en el conejo y en la rata (18, 19); quienes d~ 

mostraron q~ es necesaria la estancia de los espermato~

zoiees de ambos rnam1feros en el tracto genital femenino -

o.;,rrespondiente; para que puedan adquirir la capacidad --

fertilizante. 

. 
, Desde entonces, numerosos estudios han sido ,realizados por 

diferentes investiqadores y a la fecha se ha, establecido-

que este proceso es necesario en espermatozoides de <Otras 

especies incluyendo al human~ (20, 21 1 22, 23, 24). 

L::>s cambios relacionados con la capacitaci6n pueden ser -

inducidos in vitre bajo diferentes condiciones experimen--· 
tales,. Se ha demostrado que espermatozoides eyaculados -

de humano, lavados e incubados en presencia de diferentes 

·_;.,,· :¡,, 



agentes quelantes como EOTA, histidina y cisteina inducen 

una p~rdida. del. 75% del zinc total pr~sente en la c41ula

. _'espetmática, ésta disrninucf6n indujo impOrtantes cambios, 

principalmente relaci~nados con· el·.· a\lmento . en el consumo"." 
. .. . . . . . .. · , .. 

dtl ox·!~eno y en l.a movilid·ad pit)gz:E!sivá (25). Efectos ·si 

milares pueden ser inducidos al incubar los espermatozo1.: 

des en presencia de AMP c!clico, ATP y 11quido folicular

humano. La interacci6n de AMP c.(cl.icc> y/o 11quido folicu 
. . -

lar con la membrana'· del, ~spermatozoide, indujo cambios 

coní'tlrtnacionafes en las proteinas de estas estructuras 

(26). 

Rosado y col. lograron inducir de manera m4s eficiente ª! 

tos cambios .in vitro adicionando secuencialmente al medio - . . 

de incubaci6n líquido folicular humano y J\MP c!clico, de

manera que· puedan semejarse las dos fases de capacitaci6n 

propuestas por Ericsson y Brackett (27, 28), la fase ini

cial se lleva a cabo en el útero donde actúa el AMP c!cli 

eo y la fase final sucede en la trompa de Falopio en don

de actúá el ltquido folicular humano1 los autores propo-

. nen que estas dos fases son necesar:í.as para producir cap! 

citaci6n !!!, ~ ( 29) • 

Actualmente wia nueva categor.ta de compuestos (glucosami

noqlucanos sulfatadOs CGAGS) ha sido involucrada en dife--



rentes procesos relacionados en la reproducci6n de di.fere::_ 
' ' 

tes mam1feros (30, 31). Existen evidencias que estos.ca!! 

puestos· son sinteti:¡:ados en las c~lulas folicµlares y ve!. 

tidos al a,ntro foliculari formando pá,tte ~eJ.a seqrecidn• · 

tU?aria ~an(io sucede la r~~uxa deln fol1é:ul~ (32, . 33) .. 

Ha sido reportado que la :tncubaci!5n · de espermatozoides de 

. hwnano en presencia de heparina induce , la descondensacidn 

'nuclear (34). y más. recient~ente se público la·presenc:ta

'de sitios dt! ftjaci6n en la membrana del espermatozoide ... 

humano,. espec!ficós para la heparina (35) as! como la ma-

. yor eficiencia en la fecundaci6n cruzada de los 6vulos de 

h~ster con espermatozoides de humano reincubados con la

heparin& (36). En relaci6n a estos hallazgos, Lenz y ool., 

ind~jeron la reacc16n acrosomal en espermatozoides de co

nejo, cuando 1.ncUbaron las ~lulas en presencia de hepar! 

na y c:Onaroit;.ines eulfato A, B y e (37} • 

Considerando la presencia natural de algunos ql.ucoaamino

glucanos sulfatados en él tracto qenital femenino de mron! 

feros, es posible suponer que estas estructuras deben in-.. 
teraccionar de alguna manera con el espermatozoide para -

que adquiera la capacidad fertilizanter es por ello que ... 
,... ...... ..__ 

se decidid estudiar algunos cambios f1s1016g1cos., bioqu!

micos y metabdlicos relacionados ex>n la capaci~ac16n de -

... ·.',· 

·,.-.; 



espe:cmatozoides obtenidos de sujetos no:rmosp~rmicos e in

cubados en á.usencia y en presencia de hep.lrina 20 y 40 ~' · 

Cambios que necesariamente d~ben acónteaer antes que, se ... 
', .• 1. . • • ·'' '., •• 

:z:e.au.Cé · la· fertilizaci6n. 
... 
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TABLA No. l COMPOSICION QUIMICA DE ALGUNAS MEMBRANAS CELULARES 

MEMBRANA PROTEINAS Lil?IOOS CAR.BOHIDRATOS ~LACION 
% % % l?ROTEINA/ 

. LIP.IOO 

. Ml~LINA 18 79 3 0.23 

ME?f.BRANAS P LASMATI CAS DE 
P~OtTl.·-:TlS SANGt<INFAS 37.5 s4.s 7.5 0.7 

CELULAS [.$ HIGAOO DC 
lU'l'lC'N 46 54 .2-4 o. 85 

ERITROCITOS HUMANOS 49 43 s l~l 

A!.fOEB.A 54 42 4 l. 3 

MEMBRANAS NUCLEARES DB 
. 42 Cl::LOLAS DE HIGADO DE PATA 59 4 l.6 

MEMBRANA MITOCORORIAL ,. 
EXTERNA 52 48 trázas 1.1 
INTERNA 76 24 trazas 3.0 

RETICULO SARCOPLASMICO 67 33 trazas 2.0 

LAMINAS DE CLOROPLASTOS 
DE ESPINACA 70 30 trazas 2.3 

BACTERIAS GMM"' POS l TI'.'AS 75 25 10 3.0 

CELULAS HeLa 60 4o 2.4 1.5 
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TABLA No •. 2 CARAC'n!RISTICAS DE MEMBRANAS Y OOMPoNEN'n!S QUIMICOS 

RELACIONADOS , 

CARACTERISTICA DE 

LA MEMBRANA 

~RERA EN LA 

PERMEABILIDAD 

MATRIZ PARA OTRAS 

ACTIVIDADES 

FLEXIBILIDAD Y 

DEFORMABILIDAD 

PROCESOS DE TRANSPORTE 

ACTIVO Y PASIVO 

ACTIVIDAD ENZIMATICA 

ADHESION CELULAR 

SITIOS RECEP'IORES 

AISLAMIENTO ELECTRICX> 

SISTEMA DE 

.MEMBRANA 

'!ODAS LAS 

MEMB:RANAS 

'!ODAS LAS 

MEMB:RANAS 

TODAS LAS 

MEMBRANAS 

LA MAYORIA DE LAS 

MEMB:RANAS 

LA MAYO:RIA DE LAS 

MEMBRANAS 

SUPERFICIE DE LAS 

MEMBRANAS 

SUPERFICIE DE LAS 

MEMl3RANAS 

VAINA DE MIELINA 

COMPONENTES 

QUI MICOS 

LIPIDOS 

Lil>IDOS 

LIPIOOS 

. PROTEINAS Y 

GLUCOPROTEINAS 

GLUCOPROTEINAS Y 

GLUCOESFINGOLIPIDOS 

GLUCOPROTEINAS Y 

GLUCOESF~NGOLIPIDOS 

PROTEINAS Y GLUCO

PROTEINAS 

LIPIDOS 



TABLA No •. 3 COMPOSICION DE: FOSFOLIPIOOS DEL SEMEN HUMANO. 

VALORES BXPRESADOS EN PORCIEN'ro. 

FOSFOLIPIDO ESPERNATOZOIOF.S 

ESFINGOMIELINA 21. 4 

FOSFATIDIL. SERINA 4.7 

PLASMALOGENO COLINA 2,7 

FOSFATIDIL COLINA 28.8 

ETANOLAMINA PLASMALOGENO 9.4 

FOSFATIDIL ETANOL.AMINA 21.6 

FOSFATIDIL INOSITOL l.9 

CÁROIOLIP INA 1.6 

MISCELANEA 7.9 

PLASMA SEMINAL 

44 •. 0 

11.2 

0~8 

7,8 

12.3 

_e. s 
l.7 

Q~7 

39.0 

.·13. 
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!!!Jestras Bio16qicas. 

Para la realizaci6n del presente estudio,: se utilizaron - ·. 

muestras de sem~ reci6n eyaculado, obtenidas por mmitur-

. ba<.:idn de sujetos .normales y fértpes,, cuya edad fluctu6~ 
. ' 

entre los 20 y 30 años con abstinencia sexu~ de por lo -

menos tres d!as previos a la recolecci6n de la muestra. 

, l.- cualiflcaci6n del s·emen. .,· .. 

' . 

. La calidad de las ntuestras de semen fue evaluada por es--

pematobioscop!a ( 38). tas muestras se recibieron en va• 

sos de precipitados limpios y se mantuvieron a temperatu

ra ambiente durante 30 minutos para permitir la licuefac

ci6n1 las muestras que durante ese· tiempo no licuaron pe!. 

fectamente no fueron consideradas para el estudio. . Una -

vez pasado el tiempo .de licuefa,cci6n; . el volumen de la -

muestra fue medido, descartando aquella cuyo volumen fue

menor de 2 ml. 

La movilidad progresiva del espermatozoide fue valorada -

po:r simple apreciaci6n personal Por medio del· microscopio 

· 6ptico en contraste de fases a 500 aumentos, en tres cam

poa diferentes tornados al azar, acepttindose como mue~trás 

normales aquellas que presentaron movilidad progresiva ma 

yor al 50%. 

.:·.:! 
·'].\ 
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tos principales contaminantes de una muestra de semen lo

consti tuyen los leucocitos, e~ lulas de descamac:t6n epi te

lial y cuerpos di ve.reos diferentes a los espermatozoides~ 

Las muestras fueron valoradas en tres ~campos de obsérva

~16n del microscopio éptico Zeiss en contraste de fases,

aquellas que presenta.ron m~s de 7 c~lulas contaminantes -

en un campo de observaci6n fueron eliminadas. El ntlmero-

de ~spermatozoides de cada. muestra seleccionada como bue

na, fue mayor o igual a 50 millones por mililitro del eya . . . . .... 
culado. 

2. Manipulaci6n de las muestras para obten·er la:· ·suápen-

s ión de espermatozoides lavados .. 

tos espermat>zoides f~eron separados del plasma seminal -

por centrifugaci5n durante 20 minutos. a 2, aóO rpm. en tu-, ' 

bos ocSn icos de plástico, graduados a 15 ml. en una centr.f. 

fuga clínica Sorval1 GLC-1. LOs espermatozoides separa-

dos del plasma seminal fueron resuspendidos en soluci6n -

amortiguadora Ringrr Krebs, libre de calcio pH 7.4 en pr~ 
porci6n de 2 veces.' el volumen de la muestra, centrifugan"." 

dose a 2 800 rpm'. durante 15 min. 

El sobrenadante fu~ descartado y al precipitado, sin re-

suspender las células, se adiciono amortiguador Rinqer -

Krebs y se retir6 con pipeta Pasteur. Este lavado se re-. 

·,·_I· .¡; 
•'i· 
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piti6 dos veces mls con el objet.o de eliminar el plasma -

s,eminal que pudiera quedar adherido en las paredes del t~ · 

bo; en segufda el precipitado se resuspendi6 en e¡ amort! 

guador Ringer Krebs ·utilizando ,Un· volumen igual al de la-

muestra original. 

El nmnero de espermatozoides se determin6 por el rn~todo -

del hernatocit6metro (39'.). Este m~todo consiste en el uso 

de la cbtara Neubauer y la micropipéta para ql6bulos bla~ 

eosr con la que se aspiro la suspensión ce.lular hasta· la

marca O.S y después se llen6 la ·micropipeta hasta el afo

ro, marca 1.1 con la soluciOn fijadora que contiene for-

ll'Ol al 1% y citrato de sodio al 2.9%, la pipeta se aait6-

para homogenizar la suspensi6n celular desechando las - -

tres primeras gotas antes de llenar la cfunara Neubauer, -

inmediatamente después se a,plic6 la muestra en la crunara

Y se dejó reposar 5 minutos para permitir la sedimenta- -

ci6n celular; posteriormente se coloc-6 la cámara en la 

platina del microscopio 6ptico en contraste de fases y se 

localizó la cuadr1cula para gl6bulos blancos procediendo-· 

J1 contar los esperroatozofdes que se enduentran en los cua -
tro extremos y. el central de la cuadr1cula. El número de 

ctSlulas de cada cuddro se suma, el resultado se multipli

ca por 20, factor de la diluci6n empleada, por 5 que es -

la quinta parte de la cuadr1cula total para g16bulos blB.!!, 
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cos y finalmente por 10,000 para obtener el volumen final 

de l ml. de la suspensi6n celular. De esta manera se ob

tiene el núme:ro de espermatozoides· en millones/ml. de la..: 

·. suspensi6n celular. 
¡'·. 

3. cambios en la composic.i6n liJ2!dica. del espermatozoide. 

Sistema de· incubación. , : . -~ 

·De la suspensi6n ae· esp7rrnatozoides lavados como ya se i!!, · 

di96 se tomaron a11cuotas equivalentes a 300 X 106 célu.:.

las, se centrifugaron a 2 BOO rpm. durante 15 min. l\os P!:. 

quetes celulares sé resuspendieron en 3 ml. de solución -

Ringer Krebs incubandose durante 1.20 min. a 37ºC en ausen 

cia y /o en presencia de heparina 20 y 40 uM. Una vez .-. -

transcurrido el tie111po de incubaci6n, los tubos se reoi--
·,. 

bieron en hielo e inmediatamente fueron centrifugados a -

2, 800 rpm. durante 15 min. en una centrífuga cltnica Sor

vall GLC-1, a los precipitados se les extrajeron los l!pi 

dos de acuerdo al m~todo de Folch (40) y en los sobren&-

dantes se estudió la presencia de prote!nas por electrof2 

res is en geles dis cont!nuos de poliacr:Uamida. 

4. Extracci6n de 1ÍEidos·totat2!• 

Material y reactivos. Todos los reactivos utilizados fue 
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xon de grado anal!tico. 

Cl9:roformo 

Metanol 

Cloruro de potas:tó 

Q:)lumna empacada con fibra de vidrio. 

M~todo: 

Loi:J precipitados que son .el equivalente a 30.0 X 106 espeE. 

matozoidas se resuspendieron el cloroformo metano! _2 tl -- ·. 

v/v, primero 3 ml. de meta;nol y posteriormente 6 ml. de -

· cloroformo con agitacidn continua. Los sistemas de extrae. 

ci6n se dejaron a temperatura ambiente durante 18 hrs,, -

para permitir la ex:tracción de los l!pidos, posteriormen

te, para eliminar los :r;esiduos, los contenidos se filtra

xon a través de una colwnna empacada c-on fibra de vidrio, 

previamente lavada con cloroformo metano! 2: l v /v, inme-

éliatamente se adiciona:t'on a los extractos de l!pidos KCL-

0. 05 M en cantidades e~uivalentes a una quinta parte de -

los volumenes de los tubos. Se dejaron a 4°C durante 14-

hrs., después se retiraron las fases superiores {acuosal

con el objeto de eliminar el fósforo inorgánico que no-·co 

rresponde a fosfol!pidoa. 

El extracto de l!pidos se ajuste a 10 ml, con cloroformo

metanol 2:1 v/v del cual se tomaron al!cuotas de 1 y 3 rnl. 

,-· 
',· 
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pa;r:a la cuantiaci6n de f6sforo · :tnorg~ico. y eolestérol -

respectivamente. 

a)' Cuantiaci<Sil' ele f6s·foro ·de ·td~fo'1:1p'i·dQs: tot·~tes. 

Reactivos: 

Cloroformo 

Metanol 
'~ ·, < 

Acido percl6rio:> C:oncentt;ádo 

Mo;libdato de amonio al 5% 

Aoido sulfúrico 10 N 

Reactivo de Fiske. 

Equipo: 

· · EspeC:trofot6metro, modelo Spectronic. 21 

"Aparato termorequlad(prajustado a 60° y leQºC. 

Método y funqamento: 

La cuantiaci6n de fósforo de fosfolípidos totales se efe~ 

tu6 utilizando el ~todo propuesto por Bottoger (41), el

cuai se basa en la·reaccí6n de 6xido reducci6n entre el -

&cido fosfomoHbd~'f.co formado y el reactivo de Fiske, for

mando un crom6foro cuya intensidad de color es directam~ 

te proporciona,! a la cantidad de fosfato inorgánico pre--

sen te, 



Para. la cuantiaci6n de f6sforo de fosfol!pidos totales ·to . . . ' ' •\ ·.• ·:· . ····· -
. .. . 

(io .el material de vidrio f µe tratado previamente c¡:on sol.!! 

c15n de !cido n.ttrico 3N durante 24 hgras, 'poster,ioxmeri.te ... 
• 1 ' • • • 

se~ .~njuagaron 5 veces con a.qua des1on:tzada ,'y s~' sacaron -

en la estúfa a lOOºC• 

En los; tubos tratados como ya se menoion6, se ~v-.pc;>r6 l ~ , 
''.':· . ·. 

ml. del. extracto cloroformo-met~ol en., baño mar1~ a 6ó 0c,< 
se adicionaron 100 ul de agua desionizada y 200 ul de 4ci · 

. ·. . .... 
do percl6ricó, se someti6 a hidr611sis ,a 180°C duxal'lte 45 

minutos. El f6sforo orgS.nioo se convierte en ortofosfato 

al calentar el extracto que contienen los l!pidos en pre-
.. 

sencia de una mezcla llcida oxidante. La parte orqfulica -

se oxida y fo:rma bi6xido de carbono que se evai;>ora y el -

résiduo se analiza o:>mo fosfato inorgSnico. 

una vez pasado el tiempo ,de h:1dr61isis, se enf:d6 y se .-.,¡. 
. ' . . ' . 

rea!izaron las siguientes adiciones: 

2.2 ml de agua desionizada 

O .15 ml de 'cido sulfO.rico 10 N · 

o.2ml del reactivo de Fiske• 

Inmediatamento desp~s, los tubos se calentaron para des! 

rrollar color a .SOºC durante _5 minutos, después se enfri! 

ron en hielo. Simulténea!\lente se trabajó una curva est~ 

• ¡ 
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dar de fdsforo utilizando valores de concentraci6n entre-

0. 3 y 3. o ug por sistema. s'e realizaron las .lecturas a - · 

una longitud de onda de 830 nm, usando un.' espectrofot6me.-. · 

tro. Bauch & Lomb, modelo Spectionic 21. ta fig\tj:a No .• )-

. mue~trc:t la cU:rva patr6n de este m~t.odo, donde los vcüores 

expresan el promedio de 10 det.e:an.:tnaciones por duplicado. 

Las densidades 6pticas ob~enidas correspondientes a ios. -

experimentos, fueron interpciladas en la cur..ta patr6n .o :es ...--··· 

tan dar .• 

b) cuantiaci6n d'' colest~io*•' . 
. ~ 

Reactivos: 

Cloroformo deatilado 

Anli!drido a~tico 

· Ac:ido sulfúrico• 

Equipo:·· 

Espectrofotdmetro Uvichem. 155•C 

Baño de' agua ajustado a 37°c. 

Mi§todo y fundamento. 
'· .... 

La cuantiaci6n de cole.s.terol, se :tealiz6 utilizando el niA

todo de Ferro (42) 1 el cual elimina pasos ad;tcio.nal~s co

mo p.recipitaci6n y saponificaci6n7 cuyo principio se basa 

en la formaci6n del Scido bis~3-S col~stadieno, el cual -

.<.:;·'., 
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por med.io de la reaoci6n. Liebemann-Burchard forma el !ci 

• do bis.;..colestadienil mono.sulf6nico el que en presencia de 

anh1drido a~tico y en condiciones fuertemente lcidu, fO!, 

na un 'crom6toro de color verde; cuya intensidad de color- ' 
'· . ·. 

es proporcional a la c:oncent~aci6n de.. col.esterol presente·. 

Para la cuantiaci6fi.1 de colest~rol, se utilizaron 3 ml -

.del extracto cloroformo-metanol y se evaporaron en baño -
". ,. 

maria a 60°C, adicionAndose secuenoia.lmente.ins siguien--

. -tes reactivos: 

200.u.1 de cloroformo 

160 ul de anh1drido concentrado 

30 ul de ácido sulfurico concentrado 

El desarrollo del color se realiz6 incubando los tubos a-

37 ºC durante 5 minutos. 
::.· 

Sirilultaneamente se trabaj6 una curva estandar con valores 

de concentraci6n entre 10 a 50 ug por sist~~' las lectu

ras se realizaron a una longitud de onda de 640 mn, en un 

espectrofot6:netro Uvichem 755-c, la figura No. 3 muestra

la curva patr6n de este m'todo_, los valores expresan el -

promedio de 8 determinaciones por duplicado.· 

s. Electroforesis. 

La posible presencia ae p:roteinas en los aobrenadantes ..... · 
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: ' ' . . ';··.:. . . .· 

c1$sp~en,didoe.. del espeJ:.matoic;>1de durant.• ·1a incu,ba,c:i6n, .. "". 

· f\l~ :Ln'1estic¡ada, pbr e+ectrofpfesis en qeles,~isc911~~U()S-. ., . . ' ,. . ._ - . -',' •,- .. - ·. ,_ . 

' ,da poli.acrilaltlida en. pré$encia de . doqeei l sul f 19.to de . so--
. _.. . ._.,... .. . .. - ·' 

·. dto (Sl)S) (431. La ooncentraci6n de acrilamida fue de 3% 

para él qel espaciador y de 10% p~ra el qel separador con 

l y 9. cm de lonqitud, respectivamente• 

Antes de . la eleCtt'()fOresis, todas las tnU:esstras (sobrena~ 

tes de incubac16n en presencia. y /o en ausencia de hepari'."' 
' t .,. .' '· .. 

na 20 y 4() uM), fueron dializadas durante 6 horas a 4 0C -· 

contra agua bidestilada, despu6s se evaporaron los diali

zados a sequedad y redisolvieron en 200 ul de agua desti

lada y se calentaron a lOOºC durante 3 minutos en presen~ 

oia de (SOS) 2.5% glicerol, mercaptoetanol, ·azul de Bromo 

fenol y ainortiquador Trisma-base. 

t.atl"' electroforesis se realizaron con amortiquador 'rrisma-

base 0.025 M, glicina 0.15 M y SDS al 1%, aplicando 2 - -

mA/tubo durante 20 minutosr desr;u~s 6 mA durante 5 horas. 

Geles por duplicado fueron trabajados en paralelo con un

qel con estandares para pesos moleoulares (fosforilasa B, 

BSA, ovoalbúmina, anhidrasa carbdnica inhibidor de soya y 

lisozima) BIO RAD LOw SOS Gels Electrophoresis. Al termi -
nar la electroforesis una serie de qeles y el oarrespon-
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diente a los. estandares se fijaron y se tiñemn con meta-. 

. no~ 50%, Acido ac,tioo ia·i y azul brillante'.de O;:>orna~~ie~ 

., · 0.25\• Otra serie de qel~s se p;oces6 sig~;en<fu.el Pro~~ 
. . .- ·. ·.. . - . 

duniento, de· ácido peri6dico · (44.) • 

. 6~ Oete:qninación de la movilidad, viabilidad Xdesconden' 

saci6n del núcleo de los espermatozoides. 
; 

Para estimar la mov~l:-idad, viabilidad y actividád deséon....-. 

,,densarite del niícleo de ros espermatozoides, inducidas po:r 
. '" 

la heparina, se utilizaron para cada uno de estos par~e-

. ·tros tres sistemas de incubaci6n con ·so X 106 esperrnatozo! 

. des cada uno, en un volumen fijo de o. 5 ml de soluci6n -

Ringer Krebs libre de calcio. El primer si~tema de incu

bacidn fue el control, sin heparinaJ al sequndo sistema -

de incubaci6p se le adicionó heparina a una concentraci6n 

de 20 uM y al tercero heparina 40 uM. LOs sistemas de in 

cubación se mantuv.ieron a 37°C con aqita.ci6n continua. 

~vilidad progresiva. 

Para evaluar la movilidad progresiva de los espermatozoi

des, se utiliz6 el m~todo descrito por Kremer.(45), date! 

minando la distancia recorrida por las ~lulas en suspen

si6n dentro de un capilar que contiene el med:lo de expéri

mentación correspondiente a intervalos de tiellll)O de JO, -



60, ~o,· 120 y 180 mi.riutos • 

. · · Viabi'liclad. 

'" 
·; ·:;·:· 

Reactivos : ···. 

·, , .. 
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Reactiv0 A: Fosfato de sodio monoh:l.dratado 0.2 M 

Reactivo B: Fosfato de sodio dibásico anhidro o. 2 M 

Soluci6n de hidr6xido de sodio para ajustar pa •. 

col9rante azul de t::rip.fo al o.1% en amortiguador de 

f.osfatos o.2 M pR 7.4. El amortiguador de fosfatos· 

se.. prepa:l'6 mezclando 14 ml del reactivo A más 36 ml 

del reactivo B aforando a 100 ml y ajustando a pH -

de 7. 4. 

Equipo:. 

Potencidmetro modelo Compensater E·JSE 

Microscopio dptieo car! Zeiss K-17-ll•Z~ 

Ml!todo. 

La viabilidad de los espermatozoides se determin6 de acuer 
. -

do al mtitodo propuesto por Toullet (46). De cada sistema 

de incubaci6n se tomaron SO ul y se adicionaron 25 ul del 

colorante azu1 de tripfin se mantuvieron a 37°C por 5 minu 

tos. Oespu~s de l.::i interacci6n de los espermatozoides -

con el colorante, se valor6 la viabilidad a tiempos vari! 

bles desde 30 hasta 360 minutos mediante la observaci6n -



zg··. 

de por lo menos 4 campos diferentes de las preparaciones~ .. · 

.00.frespondientes estimando ·el porcentC;\je de c~iulas' yiya,s 

;. · ;·'(ri~ coioreadas} y el o6rrespondient.e a las· c~lulas muer;..-
.. " .. ~;'\-'; 

tas (coloreadas) utilizando el microscopio óptico en con-

· traste. de fases oon aumento seco fuerte. 

·.·· pesoondensaci6n. 

~~ctivos: 

Solución fijadora pa 7.4: .. 

· · 2 qr. ·de paraformaldehido se disolvieron en SO ml -

de agua bidestilada, a 60°C agregando 3 gotas de -

NaOH lN y se dej6 enfriar. Se agregaron 20 ce de -

9lutaraldehido al 25%, 90 ml de cacodilato de sodio 

0.2 M pH 7.3. Se afor6 toda la mezcla a 200 ml con 

agua bidestilada, finalmente se ajust6 a pH 7.4. 

Fijaci6n de la muestra: 

Se tom6 una al!cuota de cada uno de los sistemas de 

incubaci6n y se diluy6 l: 3 con el fijador. Estas -

muestras se mantuvieron a temperatura ambiente du-

rante 60 minutos e inmediatamente después se lava--

ron 3 veces con el amortiguador de cacodilato de so 

dio pH 7. 3. 
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.Para evaluar el grado de descondensaci6n nuclear, de las-

· . suspensiones de espermatozoides fijados, ·~e :r;:ealiz<S a "'\' -.. ,· ' . ' . . . . . ·, 

·:tiempos definidos de 30, 60,. 90, 180, 240 y .360 minutOs,.;. 

. tomando al!cuotas adeóuadas y contando las c~lulas con.· n& 

cleos intactos (no descondensados) y las c~lulas con nú-~ 

oleos actuados (descondensados), en por lo menos tres e~ 

pos dife:rent:.es de las preparacion~s, útilizando el micros 
. . -

copio 6ptico carl Zeiss en contraste de fases con filtrO"!!' 

verde de interferencia. 

Consumo de Oxigeno_. 

La actividad respiratoria de l~ espermatozoides se dete_=: 

minó polarogrl!ficamente a 37°C usando un electrodo doble-

· ae plata/platino Mod~lo Clark YSI con membrana de 0.001"-

a un potencial constante de o.a v, el que a su vez esta -

integrado a la c&mara de respiracidn de l. S ml de capaci-

dad. 

oe la poza de espermatozoides lavados se tomaron 3 a11cu2 

tas equivalentes cada una a 10 8 c~lulas y se incubaron d!! 

rante 2 hrs., a 37,C en ausencia de heparina (control) y

en presencia de heparina 20 y/o 40 uM; inmediatamente de! 

pués, los sistemas de incubaci6n fueron centrifugados a -

2000 rpm. durante 15 min. Los sobtenadantes se descarta

ron y los espermatozoides se resuspendieron en 0.3 ml. de-

" niédió da fosfor:Llao:USri (47) . e inb:oduoid6s a la, cllmara '.'" ... 
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de respiraci5n para los registros del consumo de ox!geno. 

Después de los :r.egistxos correspondientes al cons\llllo ba-

sal, se adicion6 como substrato ex.5geno succinato de so-

l:iio a ,una concentraci6n .final de i2 mM. 

,."--.. ··· 



. ' 

RESULTADOS 

. ;., •' . : ' ~' 
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Los resultados obtenidos respecto a la cuantiac:t.ón de los 

lipidos después de que los espermatozoides fueron incub~

dos en amortiguador de Krebs Ringer pH 7. 4 durante 2 hrs. · 

a 37ºC en ausencia y en presericia de heparina 20 y 40 uM,· 

· muestran claramente que los fosfol~pidos _permanecieron -..: 

constantes aún en los espennatozoides que estuvieron en -

contacto con la heparina. Bajo estas mismas condioiones

experimentales, las cantidades correspondientes al ·coles-

. tero! y a las relacione~ cnlesterol/fosfol1pidos s1 ~e mo 

dificaron, siendo menores los valores correspondientes a- .1 

los casos de t.ratarnientos con heparina tabla No. 4. 

cuando las incubaciones fueron realizadas en presencia c3.~ 

heparina 20 y 40 uM se p:rodujó el desprendimiento de ma

terial protéico de los espennatozoides el cual fue Hber!. 

do al medio de incubaci6n. Este material al ser estudia-

do por electroforesis; reve16 la presencia de una giico-

prote!na con peso aproximado de 65, 000 Daltons. Esta -

glicoproteína no se observ6 en los geles correspondientes 

a los sobrenadantes de 1ncubaci6n en ausencia de la hepa-

rina figura No. 4. 

Los resultados obtenidos en relaci6n a la movilidad progr~ 

si va del espermatozoide, muestran un importante in cremen'('" 

to de este partimetro cuando las c~lulas se incubaron en -
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presencia de heparina. 20 uM y mayor atln cuando la concen

traci6n de heparina fue de 4() uM comparados oon .los va.lo..; 

res correspondientes a espermatozoides incubados .en ausen . .· . . . -
cia del glucosaminoglucano, Tabla No. S •. 

Los experimentos realizados para.estudiar la viabilidad -

de los espermatozoides despu~s de 6 hrs. de incubacil'.Sn no . 

mostraron diferencias en el número de espermatozoides vi! 

bles; independientemente de la presencia de la .heparina -

en el sistema de incubaci6n. La descondensaci6n del nú--

oleo de los espermatozoides registrada a los 120 min. fue 

solamante del 5% y hasta del 50% a los 360 minutos de in-

cubaci6n en preser1cia de heparina 40 uM Tabla No. 6. 

LOs espermatozoides lavados y preincubados durante 2 hrs. 

a 37ºC en presencia de heparina 20 y 40 uM, mostraron un

consumo de ox!geno basal mayor en comparaci6n con los va

lores registrados por los controles. Este mismo comport! 

miento fue observado cuando se adicion6 a los espermato-

zoides succinato a una concent~aci6n de 12 mM lo cual po-· 

dr!a ser indicativo de un aumento en la permeabllid.ad me!!! 

branal como consecuencia de la p~rdida de colesterol ind~ 

~ida por la hepa~ina. Tabla No. 7. 



TABLA No. 4 CAMBIOS EN LA COMPOSICION LIPIDICA DEL 
ESPERMATOZOIDE HUMANO INDUCIDOS POR LA HEPARINA • 

. EL NUMERO DE OBSERVACIONES ESTA INDICADO EN 
PARENTESIS. 

CoNTROL 

HEPARINA 
. (20' Wf) 

lIEPARINA 

(40 uM) 

COLESTEROL 

0.74 + 0.2 -
(8) 

FOSFORO 

o.s3 + o.is -(8) 

COLESTEROL 
$'(5Sfófij 

1.4 + 0.6 -· 
(8) 

0.67 + 0.15* o.ss + 0.18 1~22 + 0.4* - , - . ..... '• 

(6), (6) (6) 

0•54!_ 0.1• o.s.1· +o.u o.9s· !. 0.2• 
(6) (6) '- (6} 

Ics números expresan valores promedio ±. la desviaci6n es

tandar de las micromolas de colesterol ó de fo~f ato/109 -

espermatozoides. 

*indica .una diferencia significativa con valor de P....:.. - -

·O .001 cuando los válores se compararon con los del grupo

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



Figura No. 4 Electroforesis discontinua 
en geles de poliacrilamida 3 y 10%. Dode 
cil sulfato de sodio al 0.1% de los so-
brenadantes después de 2 hrs. de incuba
ci6n a 37°C. 

A) en ausencia de heparina, B) en preseu 

cia de heparina 20 uM, C) en presencia -

de heparina 40 uM y O) estandares para -
pesos moleculares. 
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TABLA No. 5 ~os EN LA MOVILIDAD DEL. ESPERMATOZOXDE . 

HUMANO INDUCIDClS POR LA HEPARINA. 

TIEMPpS ~N CONTR.Ol.. HEPJ\RINA HEP.ARINA 
MINUTOS (20 uM) (40 uM). 

~ .. 

·.,. 

30 4.2 + l. o 6.4 + 1.2 7.4 + l.S - - -
60 6.1 + l,; 3 8.3 + 2.0 10. 7 + 1.8 - - -
·90 s.2 t 2.1 12.4 + 3.1 15. 8 + l.2 - -

t20 11.4 + 2.4 16.S+ 3.4 21.6 + 2.4 
i ... - -

lSO. 15.2 + 2.7 22.1 + 2.1 26.8 + 2.2 
,':' ··, ""':' - -

180 18.3 + 3.0 26.3 + 3.3 33.5 + 3.7 - -

Ios datos expresan los valores promedio z. la desviaci6n -

estandar de la distancia \en m) recorrida por los esper-

matozoides. En todos los casos el número de observacio~~ 

nes fue de s. 
• 
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TABLA No. 6 VIABILIDAD Y DESCONDENSAC!ON DF.l:i NUCLEO DEt:; · 

ESPERMATOZOIDE EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE HEJ?ARINA.' LoS , . ' - . . . - . ' .. ' .-::,<·•:. . 
'' ~-

VA,LC>RES ES TAN E.XPRESAOOS EN POR.CIENTO. 
.... 

TIEMPO ··y I'A B I L I DA D DESCONDENSACION 

EN 
BEJ?ARINA HEPARINÁ 

. MINUTOS CONTROL c40··.u11) CONTROL . (40 ÚM}, 
.. 

~.o 90 86 o 2.0 

60 85 . 84 ·O 3.0 

90 84 82 o 3.0 

120 82 80 o s.o 
180 80 78 o . 7 .• O. 

240 79 76 o 15 

300 78 76 o 30 

360··. 78 75 3 50 

LOs nthneros representan el valor promedio de 4 determina

ciones. 

;-.. " 

,.; ~: 
r'-' 

;, .. 
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.· .... 

. TABLA No. 7 CONSUMO. DE OXIGENO DE ESPERMATOZOIDES LAVADOS Y 
l?REINCUBADOS EN AUSENCIA Y F.;N PRESENCIA DE HEPARINA 20 Y 40 uM-

EL NUMERO DE CASOS ESTA INDICADO ENTRE PAP.ENTESIS. 

condicionas 
Experimentales 

En ausencia de 

Heparina 

En presencia 

de Heparina 20 uM. 

En presencia de 
Heparina 40 uM. 

Consumo 
Basal 

s. o +. o. 9 
(t) 

6.5 !. l.2 

(4) 

7.5 t 2.0 
(4} 

Succinato 
(12 mM) 

7.2 + l.2 
(i) 

9.4 ± 2.3 
(4) 

10.3 t 2 .• 1 
(4) 

LOS números expresan el promedio + la desviaci6n estandar de --
- 8 

las nanornolas de Ox!geno consumidas ic 10 espermatozoides 
X min-l. 

., .. , .. ~.: .... ..., 



D I S C U S l O N 
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De acuerdo a los conocimientos recientes, la capacitaci6n 

-dtel-- espermatozoide es un proceso en e_l que patti~ipan di

fer-entes c:ompo.l'lentes qQ!Zl .,involucran cambios .en los_ glico;;.;; 

conjugados en la. superficie del espE!rmatozoide, en los -

anttqeno$, en los 11'.pidos, en las particulas intermembra

nales, en·1a fluidez membranal, en la permeabilidad a io~ 

!)es y a las mol~culas pequeñas_y en el metab9lismo inter.o 

mediado del espermatozoide ( 48, 49, so, 51). Componen

tes del plasma seminal pueden evitar tanto la ·capacita• -

ci6n camo la- reacción acrosoma~ (52). .Independientemente 

del mecanismo involucrado, es obvi9 que la presencia del

plasrna seminal en el medio de fertilizaci6n no es desea-

ble. Es probable que parte de la capaci~aci6n s~a la P'E.-. -

dida de macromoleculas del plasma seminal ,absorbidas en -

el espermatozoide durante la eyáculaci6n (53, 54). 

uno de los primeros eventos que ocurren durante la capac.!_ 

taci6n es la liberaci6n de un glicoconjugado de la super

ficie del espermatozoide, el cual puede inhibir la fija•

ci6n del espermatozoide capacitado a ~a zona pelúcida - • 

cuando es adicionado en los ensayos de fertilizaci6n !!! -
vitro. Este factor descapacitante puede ser liberado por 

la acci6n de fuerza i6nica (55) o por la digestión con la 

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

sugiereh que los glicoconjugados a_dsorbidos en la super--



.--''ticte·-·del esperma.tozoide y ~ue $On liberados d:Urant.~ lac· -~ .. ' 

· capacttaci<Sn pl.ldieran est~r.: re1~·cionad9$ .eon '-ª p~e:se1'c!a 
\ . . ( . ·,' . ' .. ,· . ·. ,. ' .· ' 

· c;1.e ·Utia glucoprotetna efr los medios de incubacidn solamen• 
:: , •• ,, ••• • •• '. 1 .·' ' .,· ·, • ••• • 

:t:e cuando· los espermatozoides fueron incubados en presen

cia. del mucopolisac!rido a concentraciones de 20 y 40 uM .. 

De se:i; efl'to as! podr1a pensa:rsE! que este primer cambio -

i~icia o.tros mgs a nivel de . membrana, ios que podr!an 'éS

.tar relacionados con la diSminuciOn en los niveles de co• 

lesterol encontrada en nuestros experimentos~ en este se!l · 

t~does importante mencionar la acci6n inhibitoria de sus· 

pensiones que contienen colesterol sobre la capacidad fef 

tili~ante de espermatozoides de conejo' capacitados en tit!.· 

·:r:o. Por tanto parece.ser n~cesaria la p~rdida de coleste 
' -

rql dél espe~matozoide pa~a propiciar la desestabilizaci6n 

de las mernbrnas (57) as! como los cambios propicios para-

. la penetraci6n de la heparina la cual actu6 descondensan-

dó la cromatina nuclear obteniendose el mismo grado de -

descondensaci6n en ambas concentraciones 20 y 40 u.M. En-

nuestros experimentos fue necesario realizar pruebas de -

descondensaci6n del núcleo de los espermatozoides induci-
' . 
da P.or la heparina para corroborar la actividad del mucepo -
lisacárido sobre los espermatozoides y además para esta-

blecer el tiempo d~ incubaci6n necesario que permitiera ~ 

observar al microscopio 6ptico .indicios de descondemJa- -

ci6n nuclear; lo cual era indicativo \de que el, mucopolis!.. 
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. ' 

·c.4ridoya·hab!a.inte:r;'f;lººionado·· con :ia supe;ficie delos,-., 
. . 

espermato~oide$~ 
. . .~- . . . ' ' 

/}¡:n: el· presente trabajo se estudi6 , eomo param6tro del meta . 
. ' ··, -· . 

• . . bolismo de los espermatozoides el _eonsumo de oxigeno. ob-- • 

servandoseque la actividad respiratoria.siempre fue ma-

ror .cuando las células fueron preincubadas en presendia -

>:dei qlucosáminoglucano1 lo cual explfc:a en parte, el 'aumen 
'.· - '' . . ·-

. to' de la movilidad p'rogresiva de los esperm¡;itozoides .obser. 

vada durante la incubaciones¡ ,así como la mayor respuesta 

respiratoria al adicionar succinato ex6geno. Este cornpo! 

tamiento seguramente es propiciado por la disminuci6n del 

ooles~erol mernbranal como·10 demuestran nuestros resulta

dos. Esta disminuci6n de colesterol no afectó la viabili 
. -

dad de los espermatozoides al menos has.ta las 6 horas de

incubación •. 

De acuerdo a nuestros resultados es posible postular qua

la heparina utilizada en las condiciones eXperimentales -

descritas, parece estar actuando al menos parcialmente e~ 

mo un inductor de la capacitaci6n del espermatozoide hUifl!. 

no eyaculado. 
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