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La célula sexual masculina fué descubierta en 1677 

por Johan Hamm y es considerada como una de las células 

más diferenciadas del organismo. Estas células se encuen -

tran suspendidas en un medio fiÚido llamado " plasma semi

nal " '1 · en conjunto forman el semen. 

Los dos componentes del semen difieren tanto en su 

origen, como en su composici6n qu!mica. El eapermatozoide

se origina en el testículo durante el transcurso de un pr_2 

ceso de diferenoiaci6n celular llamado espermatogénesis, -

que comprende el desarrollo de la espermatogonia por divi

sidn mitdtioa en espermatocito de primer orden, el cual 

por medio de meiosis forma dos espermatocitos de segundo -

orden haplóidea, que a su vez formarán cada uno dos esper~ 

m!tidas haploides. 

La diferenciaci6n de espermátida para convertirse

en e·spel'!llatozoide llamada espermiogénesis que comprende V,! 

riaa etapas entre las que destacan llUI siguientes: origen-

. d:él fiagelo, migracidn de las mi tocondrias alrededor del -

flagelo y formaci6n del acrosoma a partir del aparato de -

Golgi; así la gameta·queda constituida por dos grandes re

gionesJ cabeza '1 cola. La porcidn anterior de la cabeza 

.del espermatozoide est! cubierta por el acrosoma y por 

ello ee le conoce como regi6n acrosomal y a la otra por 

ci6n de la cabeza se le denomina región poatacrosomal, la

cual ae une a la cola a través del cuello ( fig. l ). 

Los espermatozoides, una vez formados en los tubos 

seminíferos del test!oulo, continuan su trayectoria a tra

v~a de los conductos que constituyen la v!a rete testiss -. 

estos conductos convergen para formar la vía eferente por

donde los espermatozoides pasan al epididimo que es un 
'• 
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conducto largo, delgado y altamente enrollado sobre si 

mismo, distinguiendose en cada epid!dimo tres regioness -

que se conocen como cabeza, cue.c·po y cola, mismas que son 

diferentes en estructura celular y en el tipo de secrecl~ 

nes. La cabeza del epidídimo se une al polo superior del

test!culo y está formado esencialmente por los tubos efe

rentes. El cuerpo se extiende ~ lo largo de la cara post~ 

rolateral del testículo y est~ formada esencialmente por-
' el conducto del epidídimo. La cola del epid!dimo llega c~ 

si al polo inferior del testículo y termina en el conduc- · 

to deferente ( Ham. W.A, 1975 ). 

El espermatozoide de diferentes mamíferos, inclu

yendo al humano, ha servido como modelo ideal para reali

zar diferentes investigaciones relacionadas con la Biolo

gía Molecular y Fisiología. La célula espermática que po

see características muy particulares, en mamíferos permi

te ser estuuiada desde su vida testicular, epididimaria

y posteriormente no s6lo después de la eyaculaci6n; sino

también después de interaccionar con estructuras molecul~ 

res presentes en forma natural en las secreciones del 

tracto genital femenino. De esta manera se h_a podido est~ 

blecer que durante el preceso de transformaci6n de espe.r 

mátida a espermatozoide el zinc es incorporado y fuerte -

mente unido al n~cleo ( 2,3 ). Esta incorporaci6n parece

tener un papel relevante para el desarrollo del espermat~ 

zoide. Por lo tanto, un signo .primario. relacionado con la 

deficiencia de zinc es la interrupci6n de la maduraci6n -

de la esperm~tida en su transformaci6n a espermatozoide -

( 4 ). Sin embargo, el espermatozoide pierde una cierta -

cantidad de zinc durante el proceso de maduración en su -
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tránsito por el epid!dimo a nivel de la regi6n proximal -

de la cabeza de este órgano ( 3,4,5 ); ésta pérdida de 

zinc va acompañada de una disminuoi6n significativa de l.!, 

poprote!nas durante este proceso de maduración ( 6,7 ), -

como parte .de los cambios que necesariamente deben acont.!:, 

cer en el espermatozoide durante su tránsito por el drga

no epididimario. 

Tomando en cuenta que la concentracidn de zinc.es 

particularmente alta en la secreci6n de la pr6stata y que 

los espermatozoides y el fldido prostático normalmente 

son expulsados conjuntamente durante la fase inicial de -

la eyaculacidn, durante este proceso el espermatozoide 

vuelve a reincorporar cantidades.importantes de zinc al -

. entrar en contacto con la secreci6n de la prdstata. Es 

por esto que el plasma seminal y el espermatozoide de 

ciertos mamíferos incluyendo al humano, contienen una al

ta concentracidn de zinc comparada con la encontrada en

otras células y fldidos corporales ( 8 ). Mawson y Fisher 

han reportadQ que solamente el 0.05 % del zinc presente -

en el espermatozoide· es atribuido a la anhidrasa carbóni

ca ( 9 ) • Por lo tanto, el zinc no parece actuar simple -

mente como un grupo prostético en ciertas enzimas, sino -

más bien desempeña un papel muy importante en la regula · 

cidn metabólica del espermatozoide. 

Altas concentraciones de zinc también han sido r! 

portadas en espermatozoides de algunas especies de inver

tebrados marinos en los que la mayor parte de zinc parece 

estar localizada en la pieza media y acrosoma del esperm_!! 

tozoide ( 10 ). También es conocido que en estas especies 

la salida de zinc al ambiente es espontánea o inducida -
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:por la adici6n de histidina y otras substancias quelantes. 

Esta disminución es correlacionada .en algunas especies con 

la iniciación, grado y duración de la actividad del esper

matozoide ( 10 ) y también con la oxidación de fosfolípi -

dos endógenos los cuales aparentemente parte de ellos se -

encuentran formando complejos lipoproteínas-zinc { 11 ). -

Puede sugerirse que la concentración pasiva de zinc no pa

rece ser el factor más importante, sino más bien la liber~ 

ción activa del metal inducida por la presencia de agen -

tes quela.ntes naturales específicos que forman parte de la 
'-< 

· composición de las secreciones intragenitales ( 12 ) , que-

por otra parte, podría correlacionarse con los incrementos 

significativos en el consumo de oxígeno, en la motilidad -

espermática y consumo selectivo de fosfolípidos end6genos

cuando las células son.incubadas in vitro en presencia de

histidina, cisteína o EDTA ( 13,14 ). 

Estudios relativamente recientes han permitido C,2 

nocer que en el espermatozoide humano eyaculado, el zinc -

se encuentra distrlbuido en dos formas: a) fuertemente uni 

do a estructuras presentes en el ndcleo y no extraible fá

cilmente por la adición de histidina, cisteína o EDTA, el

cual representa del 25-28 % del contenido total presente -

en el espermatozoide ( 30 ug / 1 X io-9 células ), b) dé 

bilmente unido y fácilmente removido por la presencia de -

histidina, cisteína o EDTA, el cual representa del 70-75 % 
( 8,13 ). En este sentido es importante mencionar que en -

los estudios de Kinoshita ( 15 ) realizados con espermato

zoides de invertebrados, demostraron que el zinc se encueE 

tra· exclusivamente combinado con una fracción lipoprotéica 

no básica. Esta particular afinidad del zinc por lipoprot! 
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!nas parece ser una propiedad geúaral de este metal 

e i5,16 >· 
Bs probable que las dos categor:!as de unión del

metal con las estructuras de los espermatozoides determ.3:: 

nen dos formas espec!ficas de accidn del elemento. De e1!_ 

ta manera la cantidad e 70-75 ~ ) débilmente unida en -

las membranas plasmática y acrosomal externa, parece ser 

determi~ante para los cambios de estructura y funcional,! 

dad de estas membranas relacionadas con el proceso de la 

oapacitacidn. 

Los espermatozoides de mam!feros son capaces de

penetrar el dvulo solo después de haber sido sometidos a 

los cambios morfológicos y bioquímicos durante su madur.!! 

cidn en el epid!dimo. Esta parcial habilidad fertilizan

te del espeI'lllatozoide adquirida durante su estancia en -

el epid!dimo es acompai'iada por varios cambios: fisiold~ 

cos, tamaño, carga eléctrica, aspecto y pérdida de la ~ 

ta citoplásmica, propiedades metabólicas y motilidad ca

racterísticas ( 17 ). 

Durante el proceso de la eyaculación los esperm.!! 

tozoides vuelven a ser sometidos a otros cambios como 

consecuencia de las interacciones con las secreciones de 

las glándulas accesorias. Estas secreciones son parcial

mente adsorbidas en la membrana plasmática de los esper

matozoides, las que posteriormente serán desadsorbidas -

durante el proceso conocido como capacitacidn; y que no.!: 

malmente, ocurre en el tracto reproductor femenino perm,! 

tiendo la adquisición de la habilidad fertilizante del -

espermatozoide. 

La capacitación representa cambios a nivel molecl!; 

lar dentro de las membranas de los espermatozoides. Pue-
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de también involucrar la pérdida del factor descapacitan-· 

te el cua;L es producido por el epidldimo o las glándulas

sexuales accesorias del macho y unido al espermatozoide -

( 18,19 ). El útero y el oviducto son capaces de capaci -

tar a los espermatozoides independientemente. Sin embargo, 

las condiciones dptimas del proceso son proporcionadas 

por la combinaci6n de ambos sitios. 

Es muy probable que la presencia del complejo lip~ • 

proteína-zinc reportado en espermatozoides de algunos.in

vertebrados marinos { 11 ) sea una característica común -

con los espermatozoides de mamíferos, incluyendo al huma

no. Las investigaciones realizadas por Lavon y colaborad~ 

I'E'.s, sugier~n que las lipoprote!nas de la membrana de los 

espermatozoides de bovino pe.recen ser los sitios princip_!! 

les de alteraci6n en la composición y comportamiento ele.!: 

troforético de las proteínas de los espermatozoides durEIE 

te la maduracidn epididimaria. 

Es bien conocido que cuando los espermatozoides -

eyaculados de humano son incubados in vitro en presencia

de histidina, ciste!na o EDTA, se produce una disminucidn 

significativa de zinc en forma casi espontánea ( 13 ). Es 

probable que parte del zinc liberado bajo estas condicio

nes se encuentre combinado con estructuras lipoprotéicas 

presentes en la membrana plasmática del espermatozoide 

las cuales, además de estar participando en la estructura 

membranal, también podrían contribuir en los cambios bio

químicos que ocurren durante la capacitación ( 20 ). 

Debido a que nada se conoce con respecto a la pre

sencia del complejo lipoprote!na-zinc en el espermatozoi

de eyaculado de humano, el objetivo del presente trabajo-
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es investigar sobre la }X'~ible presencia del complejo en

los espermatozoides eyaculados de humano previamente lav~ 

dos con soluciones fisio16gicas. Si existiera dicho com -

plejo, se estudiará su composici6n química respecto a su

contenido en proteína, fosfolípidos, zinc y sus propieda

des electro~oréticas. 

Cabeza. 

Anillo. 

~ig.l Representaci6n esquematica de las partes del 

espermatozoide humano. 

Membrana externa acrosomal. 
~--~----~ Contenido del acrosoma. Acrosoma. 
~------Membrana interna acrosomal 

Envoltura nuclear. 
Ndcleo. 
Región postacrosomal. 

~~ll'j"--~~~-- Centriolo 

l~lt-------Vaina mi tocondrial. 
1~1r------- Membrana plasmática. 

Anill.o. 
Pieza media. 

Pieza - i 
principal. 
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MUESTRAS BIOLOGICAS. 

II.l Material biol6gico1 Para la real.izaci6n del presente 

trabajo se emplearon muestras de semen recidn eyaculado -

por masturbaci6n de sujetos que acudían al Hospital de Gi 
necolog!a detectados sanos y fdrtiles clínicamente, cuyas 

edades fluctuaron entre 20 y 40 años con abstinencia se -

xua1 de por lo menos tres d!as previos a la obtenci6n de

la muestra. 

Reactivos: Para todas las determinaciones los rea~ 

tivos.y solventes utilizados fueron de grado analítico. 

II.2 Manejo de las muestras biol6gic!!.:!1 Las muestras fue

ron recibidas en vasos de tefl6n limpios y se mantuvie -

ron a temperatura ambiente por treinta minutos para permi 

tir su licuefacci6n e inmediatamente se efectuaron las 

espermatobioscopías correspondientes ( 21 ) considerando

los siguientes parámetrosi 

a) Grado de licuefacci6n: Las muestras que duran

te los treinta minutos no licuaron perfectamente, no fue

ron consideradas para el estudio. 

b) VoHmeni El voll1men fue siempre mayor o igual.

a dos mililitros por eyaculado. 

c} Movilidad progresiva: Se consider6 siempre ma

yor o igual al 60 fo. 
d} pH 1 Las variaciones aceptadas de pH fueron -

entre 7.3 a 7.6 • 

e} Grado de contaminaci6n: Las muestras que pre -

sentaron más de 7 células diferentes a los espermatozoi -

des en el campe de observaci6n al microscopio óptico fot~ 

nico ( 500 aumentos } fueron descartadas de las normal.es. 
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f) N'dmero de espermatozoides: El nW!lero de esper

matozoides de las muestras seleccionadas como normales 

fue mayor o igual a 50 millones por mililitro del eyacul.!: 

do. 

II.3 Preparaci6n de los espermatozoides lavados:Durante -

el desarrollo del presente estudio, por cada experimento

fue necesario reunir de 4 a 6 eyaculados de semen con los 

que se obtuvieron un nmnero aproximado de 1.2 X lOg espe,r 

matozoides. Las células fueron separadas del plasma·semi

nal por centrifugación durante 20 minutos a 1000 rpn, en

tubas cónicos de plástico graduados a 15 ml., en una cen -

tr:Cfuga clínica Sorvall GLC-I. 

Para lavar los espermatozoides separados del pla.§. 

ma seminal, se utiliz6 una solución amortiguadora Ringer

Krebs pH= 7.4 libre de Ca y Mg que contiene los siguien -

tes componentes: 

KH2I!04 0.154 M 

NaHC0
3 0.154 M 

KCl 0.154 M 

NaCl 0.154 M 

Piruvato de sodio 0.2 mM 

Lactato de sodio 21.6 áiM. 

pH = 7.4 

Los espermatozoides separadoe del plasma s~minal

se resuspendieron en soluci6n amortiguadora Ringer-Krebs

( SARK ) libre de Ca y Mg a pH = 7.4, en proporci6n del -

doble del volmnen de la muestra, centrifugándose a 1000 -

rpm, durante 20 minutos. El sobrenadante retirado con pi

peta Pasteur y sin resuspender las células; inclinado el

tubo se adicion6 amortiguador ( SARK ) libre de Ca y Mg -
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a pH = 7.4 y se retir6 con mucho cuidado uti1izando una -

pipeta Pasteur, este lavado se hizo tres veces con el do

ble del volt1men de la muestra con el fin de eliminar al -

máximo restos de plasma seminal y en segtlida el precipit! 

do se resuspendi6 en solución ( SARK ) para contar los 

espermatozoides. Esquema l. 

El nWllero de espermatozoides se determinó por el

método del hematocitdmetro ( 21 ). Este método utiliza la 

cámara de Neubauer y la micropipeta para glóbulos blancos 

con los que se aspira la suspensión celular hasta la mar

ca de 0.5 y después se llena la micropipeta hasta el afo

ro de 1.1, con la solución fijadora que contiene formol -

al l ~ y citrato de sodio al 2.9 ~' la pipeta se agita en 

el v6rtex para resuspender adecuadamente 1os espermatoio! 

des, posteriormente se eliminan las tres primeras gotas -

antes de llenar la cámara de Neubauer, se aplica la mues

tra en la cámara y se deja reposar 5 minutos para permi -

tir la sedimentaci6n celular : posteriormente se coloca -

la cámara en la platina del microscopio óptico en contra~ 

te de fase y se locali.za la cuadrícula para glóbulos bla..!! 

coa procediendo a contar los espermatozoides que se en -

cuentran en los cuatro cuadros angulares y en el central

de la cuadrícula, el nmnero de células de cada cuadro se

suman, el resultado se multiplica por 20 que es el factor 

de la dilución empleada, por 5 que es la quinta parte de

la cuadrícula total para glóbulos blancos y finalmente 

por 10 000 para obtener el vol.Wllen de l ml de la suspen -

si6n celular. De esta manera se obtiene el nÓ!nero de es -

permatozoides en millones por mililitro de l.a suspensión 

de espermatozoides. 
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OBTENCION DE LA SUSPENSION DE ESPERMATOZOIDES 

LAVADOS CON SOLUCION AMORTIGUADORA. 

__ Muestras de semen previa
mente seleccionadas. 

20 min 1000 rpm 

Espermatozoides Plasma seminal 
se descarta. l 

Resuspender en solucidn amortiguadora 
utilizando 2 veces el voldmen original 
de la muestra. 

20 min 1000 rpm Este proceso so 
repitio 3 veces. 

Espermatozoides lavados, se resuspenden Sobrenadante 1,2 y 3 
en solucidn amortigua~ora al volómen - se descartan. 
original de la muestra. 

l 
Suspensi&n de espermatozoides 
lavados listos para contarlos 
por el mdtodo del hamatocit6-
metro. 

Esquema l 
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111 OBTENCION DEL COMPLEJO Ll:EOPROTEINA-ZINC. 

III.1 Preincubacidn& De la suspensi6n de espermatozoi

des previamente la·· J.os como ya se describió se tomaron 

dos alícuotas correspondientes a 5 X io8 célul.as y por
separado los volmnenes se ajustaron a 3 ml con soluci6n 

( SARK ) y se incubaron 30 minutos a 37º C en ausencia

( control) y en presencia de histidina 6 mM ( 13 ), 
te:nninado el tiempo de incubación, los tubos fueron ce!! 

trifugados a 2500 rpm durante 15 minutos, los sobrena -

dantes de ésta preincubaci6n se guardaron en congela -

oi6n para la determinación de proteína y zi~c. 

Ill.2 Extracoi6n salina~ Los paquetes celulares de la -

preincubaci6n se resuspendieron en 2.5 ml de NaCl 1 M y 

se incubaron a 4º e durante 30 minutos. Posteriormente

se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 minutos • Los S,2 

brenadantes salinos de este tratamiento se guardaron en 

congelación para determinar posteriormente las cantida~ 

des de proteína y zinc. 

III.3 Extracci6n alcalina: Los paquetes celulares del -

tratamiento salino se resuspe]ldieron en 2.5 ml de NaOH-
o 0.1 M y se incubaron a 4 C durante dos horas, con agi-

taci6n moderada en el v6rtex cada treinta minutos a coE 

tinuaci6n se centrifugaron a 2500 rpm durante 20 minu -

tos. Los sobrenadantes fueron guardados en conge1aci6n

para determinar posteriormente los contenidos de prote.f 

na y zinc ( esquema 2 ). 
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OBTENCION DEL COMPLEJO LIFOPROTEINA-ZINC 

DE LOS ESPERMATOZOIDES EYACULADOS DE HUMANO. 

Suspensi6n de espermatozoides ( 5 X 10
6 

previamente lavados y contados. 

1 
Preincubaci6n: 30 min, 37ºc en 
ausencia ( control ) y en pre
sencia de histidina 6 mM. 

20 min 2500 rpm 

Extracción salina: Esperma
tozoides se resuspenden en-
2. § ml NaCl l M, 30 min,4°c. 

Sobrenadante de 
preincubacidn, se
determin6 proteína 
y zinc. 

15 min 2500 rpm 

· Extracci6n alcalina: Esperma
tozoides se resuspenden en 265 
ml de NaOH O.l M, 120 min, 4 C. 

Sobrenadante de NaCl 
1 M, se detennin6 -
proteína y zinc. 

15 min 2500 rpm 

Residuo celul;ar::------------------------
( se descarta . ) • Sobrenadante de NaOH O.l M 

pH = 12, que supuestamente 
contiene el complejo lipo
proteína-zinc, se le deter 
min6 proteína y zinc. -

Esquema 2 
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. III.4 Purificación del complejo lipoprote!na-zinci A los

aobrenadantes de la extracción alcalina pH = 12, se adi -

cioncS suficiente cantidad de ácido acético al 5 % hasta -

obtener un precipitado a pH = 6. En este material supues

tamente se encuentra el complejo lipoprote!na-zinc ( 7, -
15, 22 ) e inmediatamente los precipitados se centrifuga

ron a 3000 rpm durante 20 minutos. Los precipitados fue -

ron resolubilizados adicionando secuencia.:lmente 0.2 m1 de 

NaOH 0.01 M y 10 ml de agua desionizada y se volvió a re

precipi tar con ácido acético al 5 ~ hasta obtener nueva -

mente el precipitado a pH = 6. Esta etapa de purificación 

del complejo lipoprote!na-zinc se efectuó tres veces más, 

A todos los sobrenadantes de purificación se les determi

nó el contenido de proteína y zinc ( esquema 3 ) • 
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IV ANALISI~ DEL COMPLEJO LIR>PROTEINA-ZINC. 

IV.l Determinación de zinc en el complejo, en los sobre 

nadantes de extracción y de pu.rificacións El complejo -

ya purificado se solubiliz6 con 0.2 ml de NaOH 0.01 M -

1 se diluyó hasta un vol11men de l.5 ml con agua desion.!. 

zada; de aquí se tomó una al!cuota de 0.1 m1 por dupli

cado y se diluyó ( l s 20 v/v ) con agua desionizada y

se determinó la cantidad de zinc en el complejo por Es

pectrofotometr!a de Absorción Atómica. 

En los·sobrenadantes de preincubación.con hist! 

dina y sin histidina (' control ) se tomaron alícuotas -

por duplicado de 0.2 ml y se diluyeron ( l : 7 ) con -

agua desionizada y se determinaron las concentraciones

de zinc en ug/ml. 

La determinación de zinc de los sobrenadantes -

de extracción con NaCl 1 M, se hizd directamente sin d! 

luir. 

En los sobrenadantes de extraccidn con NaOH 

O.l M se tomaron al!cuotas de 0.2 ml, se diluyeron ( ls 

7 v/v ) con agua desionizada y ·se determinaron las con

centraciones de zinc en ug/ml. 

En los sobrenadantes de purificación del compl~ 

jo lipoprote!na-zinc la determinación del elemento se

hizd directamente. Las determinaciones cuantitativas de 

zinc se hicieron' con un Espectrofotómetro de Absorcidn

Atdmica Perkin Elmer modelo 403 utilizando como ref'ereJ! 

cia el estándar correspondiente que contenía 0.5 p.p.m. 

preparado con zinc metálico con purez~ del 99 %. 
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IV.2 Determinaci6n de proteína en el complejo, en los so

brenadantes de extracci6n y de purificaci6n. 

Reactivos a 

l.- Soluci6n estándar de albdmina al 0.05 %. 
2.- Soluci6n amortiguadora de carbonatos. 

- Na2co3 0.2 M en 30 rol. de H2o destilada. 

- NaHC0
3 

0.2 M en 20 ml de H
2
o destilada. 

Estas dos soluciones se mezclaron y se ajust6 el -

pH a 10.1 • 

3.- SolucJ..6n cupro-alcalina: esta soluci6n se pre

par6 mezclando 50 ml de la solución de carbonatos al 2 %
en hidr6xido de sodio al 0.1 N con 1 ml de la soluci6n 

de sulfato de cobre penta hidratado al. 0.5 ~ en tartrato 

doble de sodio y potasio al l ~. 

Reactivo de Fol!n: Este reactivo se diluye ( 1:1 -

v/v ) con agua destilada. 

Fundamento y método: La determinaci6n de proteína

se efectuó de acuerdo al método de Lowry ( 24 ). La reac

ci6n que genera color se debe principalmente a la forma

ción del complejo proteína-cobre, que se forma al tratar

la proteína con la soluci6n de cobre, que reduce el reac

tivo de Polín ( fosmolíbdico-fosotdngstico } originando -

se un cromóforo que absorbe a 750 nm cuya intensidad de -

color es directamente proporcional a la concentraci6n de

prote!na. Los valores de la densidad 6ptica dependen de -

manera muy importante del pH y del tiempo en que debe ha

cerse la lectura. 

Simultáneamente se trabaj6 una curva patrón de pr.2 

te!na utilizando valoras de conceutraci6n entre 10 a 50 -
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.ug por sistema. Las lecturas se efectuaron a una long! 

tud de 750 nm utilizando un espectrofotdmetro Cary 

118-A. Las densidades dpticas de los correspondientes 

problemas fueron interpoladas en la curva patrdn { -

grt".fica l ). 
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CURVA PATRON DE PROTEINA 

0~6 

0.5 

o.4 

9 
o 
tQ 0.3 

3 .... ... 
!lo 

"° o.:! 
'O 
111 
'O .... 
lll 

5 
0.1 Q 

10 20 30 40 50 

ug de alb1'.mina 

gráfica: l 



- 20 -

V EXTRACCION DE LIPIDOS TOTALES DEL COMPLEJO PURIFICADO. 

Reactivos: 

C1oroformo. 

metano1. 

c1oruro de potasio. 

columna empacada con fibra de vidrio. 

Método: Al complejo lipoprote!na-zinc ya puri

ficado y solubilizado con 0.2 m1 de NaOH 0.01 M y, lle

vado a 1.5 ml ~on agua desionizada, se tomó una al!cu.2 

ta de 1.2 ml y se evaporó casi a sequedad con nitróge

no y a 40° C en un tubo cónico de 15 ml• El complejo -

se resuspendi6 en cloroformo:metanol ( 2:1 v/v ), Pri

mero se adicionó 2 ml de metanol y posteriormente 4 ml 

de cloroformo; el sistema de extracción se dejó a tem

peratura de 37° C durante dos horas con agitación cada 

30 minutos. Posteriormente, para eliminar los residuos, 

los contenidos se filtraron a través de una columna e!!! 

pacada con fibra de vidrio y previamente lavada con 

cloroformo:metanol ( 2sl v/v ), Inmediatamente se adi

cionó a los extractos lipídicos KCl 0.05 M en propor~ 

ción de una quinta parte de los volúmenes de los ex "

tractos y se dejaron reposar a 4º e durante 14 horas

con el objeto de eliminar el fósforo inorgánico que -

no corresponde a fosfolípidos el cual fue retirado en 

la fase superior acuosa del extracto ( 25 ), El ex 

tracto lipídico se ajustó a un volmnen de 1 ml del 

cual se tomaron alícuotas por duplicado de 1 ml y 2 -

ml para la determinación cuantitativa de fósforo de -
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!osfolípidos 1 colesterol respectivamente. 
' La determinacidn de fdsforo de fosfol!pidos tota--

l~a:. todo el material de Vidrio fue tratado previame,nte con 

ácido n!trico 3 N duran~!. 24 horas; posteriorment~ ae en -

jua&aron: una.vez con S&Ua destilad~y dos veces con agua-

º desionizada 1 se secaron en la estufa a 100 o. 

V.l Dete:rminacidn cuantitativa de fósforo de fosfolípidoa

totales del complejo lipoproteína-zinc. 

Reactivosi 

cloroformo. 

metanol. 

· ácido perclóricó al 70 %. 
molibdato de amonio 5 ~. 

ácido aulfdrico 10 N. 

' Reactivo de Piske que contiene: 

a) ácido l-amino-2-naftol-4-sulfonico 1.5 %. 
b) sulfito de sodio anhidro 3,1 % 
e) bisulfito de sodio anhidro 95.4 ~. 

Espectrofotdmetro modelo Oary 118.A. 

Aparato termoregulador ajustado a 60° y 180°. 

Fundamento y métodos La determinacidn de fdsforo -

de fosfol!pidos totales se efectu6 utilizando el método de 

B~ttoher ( 26 ), éste se basa en la reacci6n de 6xido-re -

duccidn entre el ácido fosfomol!bdico formando el que ind~ 

ce la formación de un cromdforo con el reactivo de Piske -

cuya intensidad es directamente proporcional a la cantidad 

de fosfato inorgánico presente, 

En los tubos tratados, como ya se menciond, se ev_! 
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p0rd 1 ml _del extracto de cloroformosmetanol ( _2sl_ v/v. ).:. 

'con nitrdgeno; se adicionaron 200 ul de agua desio~zada- .·. 

1 200 ul. de ácido percldrico al 70 'f. y se sometid a la h,! 

drolisis 4cida durante 45 minutos a. iaoºc~ El f6sforo 

orgdnioo se ·convierte a ortofoafato al calentar el _extra~. 
to que contiene los fosfol!pidos en preseneia de Un.a m~z
ola ácida oxidante. La parte orgánica se oxida 7 forma -

bi6xido de- carbono que se evapora y el residuo se .. analiza 
' . 

como fosfato.inorgánico. 
f 

Concluido el . tiempo lo~ tubos se enfriaron en hi.! 
lo y se realizaron las sigUientes _adicio~s •. 

. ·. ', 2.1 ml de agua desionizada • 

I, 

i50 ul_de ácido sulfdrico lON. 

._100 ul de molibdato de amonio 5 'f,. 

100 ul de reactivo de Piske. 

•,: 

Para de~arrollar · col~r, los tubos se ·calentaron.-.:. ·. · 

a 6o0c durante 5 minutos e i~ediatamente en:tri~. 
'dos en hielo. :: 

Simul:táneamente se trabaj6 una curva estd.ri~ar ele-. 

·. t'dsforo .utilizando valo~s de conoentraci6n entre 0~3 a.

.. 3.0 ug por sistema. Las lecturas se realizarc;n a una loi:P. 

gitÚd de o~a .de 830 nm, utilizando un espectrofotdmetro

Oa17 118-A, las. densidadeil 6pticas de iori _proble,d, fue- · 

ron ·interpoladas en la curva patrdn que se. llll.lestra .. "n la 

grafica 2. 
.. 

.-_ ,., 
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y.2 Determinacidn cuantitátiva de colestero1 del complejo 

lipoprote!na-zinc. 

Reactivos a 

cloroformo. 

anh!drido ac~tico. 

ácido sulfdri.co concentrado. 

espectrofotdmetro modelo Cary 118-A.· 

· '.- llafl.o de sgua a 37ºc. 

Pundamento 1 m~todoa La.determinacidn cuantitati

va de colesterol se realiz6 utilizando el m~todo de Ferro 

( ?:1 ) , el cual elimina pasos adicionales como precipita

cidn 1 saponificacidn, este m~todo tiene su fundamento en 

la formaoidn del ácido bis-3-5 colestadieno, el cual por

medio de la reaccidn de Liebermann-Burchard forma el áci

do bis-colestadienil monosulfdnico el que en presencia -

de anh!drido ac~tico y en condiciones ácidas, forma un -

orom6foro de color verde cuya intensidad del col.or es pr.2 • 

porcional a la conoentracidn de colesterol presente. 

Para la determinacidn se utilizaron 2 ml del ex -

tracto de l~pidos totales 1 se evapord a sequedad con Íii

t.rdgeno inmediatamente después se adicionaron secuencial-

. mente los siguientes reactivoss 

200 ul de cloroformo. 

tubos 

16.0 ul de anh!drido ac~tico. 

50 ul de ácido sulfdrico. 

El desarrollo del color se realizd incubando los
o a 37 e durante 5 minutos. 

Simultáneamente se trabajd una curva patrdn con -
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valores de concentración entre 10 a 50 ug por sistema. 

Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 640-

nm en un espectrofot6metro Cary 118-A. La curva patrón -

de dicho mdtodo se muestra en la grafic& 3. 
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CURVA PATRON DE COLESTEROL 
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PURIPICACION DEL COMPLEJO LI:FOPROTEINA-ZINC. 

Esta: 
parte 
se hizo 
tres 
veces 
más. 

Sobrenadantes de la extracci6n con NaOH 
O.l M, se adiciond ác.ac~tico al. 5 ~ -
hasta obtener un precipitado a pH = 6. 

20 min 

Precipitado se solubilizd 
con 0.2 ml de NaOH O.Ol Id 

3000 rpm 

+ 10 ml de H2o desioniz!OO.a. 

Sobrenadante de puri
ficacidn, se determi
nó proteína y zinc~ 

15 min 3000 rpn 

Precipitado: Material re
ferido como complejo lipo 
proteína-zinc, ae deter-: 
mincS: 

l 
Sobrenadante de puri
ficacicSn 2, 3, 4. Se
determin6 proteína y
zinc. 

Análisis del complejo lipoproteína-zinc. 

Determinaci6n de -
proteína y zinc. 

Extraccidn de l!pidos totales. 

~ l 
Electrofor~sis. 

colesterol fdsforo identificacicSn de 

Esquema 3 

lípidos del complejo 
por Cromatogra.f!a en 
placa fina. 
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VI IDENTIFICACION DE L!Pl'DOS DEL COMPLEJO LIR>PROTEINA 

ZINC POR CROMATOGRAFIA EN PLACA FINA. 

La cromatograf'ía en placa fina es el procedimiento 

que permite la separación e identificación de substancias

que se encuentran formando mezclas en soluci6n y que son

movilizadas por el eluyente o fase móvil representado por 

un solvente o una mezcla de solventes. Para establecer un-, 

procedimiento cromatográfico en placa fina que permita una 

eficiente separaci6n, es. necesario seleccionar un solvente 

o una mezcla de solventes adecuados; para ello, es necesa

·rio tomar en cuenta las características del adsorbente y -

los componentes que se necesiten identificar. 

Durante el desarrollo de un cromatograma, los di -

versos compuestos ascienden por la capa del adsorbente a -

velocidades diferentes con relación al eluyente y de esta

forms. se realiza la separación de los componentes de una -

mezcla. El compuesto que avanza es atraído a zonas polares 

de la superficie del adsorbente por fuerzas electrostáti

cas, quedando reversiblemente ligado a la misma. El disol

vente interacciona con el adsorbente y el compuesto inte -

raccions. con él; esta triple interacción competitiva en -

tre soluto, solvente y adsorbente est~blece las proporcio

nes relativas en que el frente del eluyente y el soluto 

asciendan por la capa del adsorbente en la cromatoplaca. 

Los compuestos son localizados en la cromatoplaca

direct¡imente en el caso de compuestos coloreados o con la

ayuda de un indicador como: vapores de iodo, luz ultravio

leta o bien carbonizados en presencia de ácido sulf~rico -

etc. 

\ 
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La identificación de los diferentes compuestos de 

la mezcla puede determinarse mediante la comparacidn de -

las velocidades relativas de movilización de los compues

tos a investigar en relación a los correspondientes de 

compuestos conocidos utilizados como estándares. Esta ve

locidad de movilización conocida como Rf se obtiene me 

üiante la relación entre la distancia recorrida por el 

compuesto o }lOr el estándar y la recorrida por el eluyen

te. El valor de Rf de un compuesto determinado varía am .;

pliemente con los cambiqs de solventes y adsorbentes. 

Material 7 reactivos1 

Se utilizaron 2 tanques de vidrio Camag. 

Cromatoplacas de silica gel 60 1254 No.5715 

20 X 20 cm y con espesor de capa de 0.25 mm. 

Solventes1 

cloroformo Merck. 

metanol Merck. 

ácido acdtico Merck 
o o eter de petroleo 90 -110 Eastman Organic Chemical. 

eter etílico Baker. 

hidrdxido de amonio 35.05 ~ t~cnica qu!mica S.A. 

Estos solventes fueron previamente purificados an

tes de ser utilizados. 

Lípidos: 

Todos los lipidos utilizados como estándares i'ue

ron obtenidos de fuentes naturales de Sigma (St.

Louis, Ko,u.s.A.). 

Esfingomielina. 

Posfatidilcolina. 
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Posfatidil serina. 

Fisfatidil etanol amina. 

ácido oleico. 

Colesterol. 

Ester de colesterol. 

Trioleina. 

Solución ·reveladora: 

ácido sul.furico 10 ~. 

Del extracto de l!pidos totales obtenidos del CO! 

ple jo lipoprote!n'a-zinc coma ya se describid, se tom6 l -

ml que contenía el complejo equivalente a 50 ~ 10 6 ~spe~ 
matozoides, se evapor6 casi a sequedad con corriente de -

nitr6geno y a 4ü°C. Este concentrado y los estándares que 

contenían 2 mg/ml de cloroformo:metanol ( 2:1 v/v ) se 

aplicaron sobre la placa a 2.0 cm del borde inferior con 

una microjeringa de 10 ul.. Normalmente se aplicaron 3 ul

de cada estándar y todo el concentrado de cada uno de los 

extractos de los complejos lipoprote!na-zinc ;, as! ccimo 

una mezcla de est~dares preparada de acuerdo a la compo

sici6n de los l!pidos obtenidos de espermatozoides compl~ 

tos previamente visualizados. 

Procedimiento: 

El estudio de los l!pidos por cromatogr~f!a en 

placa fina se hizo utilizando 2 tanques de vidrio Camag -

cubiertos internamente con papel filtro par~ saturar el -

ambiente. En uno de los tanques se utiliz6 como eluyente

cloroformo:metanolahidr6xido de amonio ( 65:23:4, v/v ) y 

se dejó satu.rar durante 4 horas antes de utilizaz:13e. La -

placa se desarrolló en este sistema de eluci6n hasta al -
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canzar 15 c"m de altura por arriba del origen ( 30 min. )

se retird la placa y se secd a temperatura ambiente, des

pués se introdujo en la camara 2, previamente saturada -

con éter de petroleo:éter et!lico:metanol:ácido acético 

( 90:71211, v/v ), permitiendo el ascenso del eluyente 

hasta el borde superior de la placa ( 110 minutos ). 

Conclu!do el tiempo de corrida, se retird la pla

ca y se de~d secar a t~mperatura ambiente. Los l!pidos -

fueron revelados con una solucidn de ácido sulfárico al -

10 " y carbonizacidn a lBoºc durante 10 minutos e 28 ) • 
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VII ELECTROFORESIS DEL COMPLEJO LIR>PROTEINA-ZINC • 

. Uno de los mdtodos fisicoqu!micos más efectivos -

de separaoidn 1 caracterizaoi6n de proteínas es la elec -

.troforésis, que consiste en el movimiento de partículas -

cargadas ( iones ) cuando se aplica un campe eléctrico. -

Los requerimientos que deben de. prevalecer para que este

procedimiento de separacidn sea efectivo, son: que los 

. componentes de la mezcla deben de tener forma idnica o 

ser convertidos a ella, y que cada componente posea una -

ce.rga neta distinta. 

Dado el carácter anforético de los aminoácidos, -

la; migracidn de éstos ante un campe eltfctrico podría va -

riar como una fUnci6n de diferentes valores de pH, 1a que 

pÚeden comportarse como aniones o cationes. 

Los principios descritos para la movilidad de 

aminoácidos mediante éstos métodos pueden ser aplicados -

igualmente para péptidos 1 prote!nasa casos en los que el 

grado de migracidn en un campo eléctrico a un valor dado

de pH pueden ser determinado por su densidad de carga 1 -

peso molecular. 

De los diferentes métodos de electroforésis ~esa

rrollados, la electroforésis de zona ha sido empleada y -

modificada. El sistema denominado "electroforésis de dis

co" en geles de poliacrilamida llamada así por sus inici_! 

dores Ornstein ( 29 ) y Davis ( 30 ) , debido a que las 

estrechas bandas de las proteínas separadas, el cual inv~ 

lucra dos discontinuidades en la matriz de separacidna pH 

1 tamafio de poro. 

La capacidad de las moléculas para pasar a través 
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de un tamiz depende evidentemente de la tBl.l.a 1 forma de

los poros, el tamafl.o y forma de las moléculas, que estan

siendo tamizadas, as! como interacciones tales como adso,r 

ci6n e intercambio de iones que pueden ocurrir entre las

moléculas 1 la matriz del gel. 

El método utilizado en el presente estudio para -

la separación de las proteínas es· el descrito por Davis -

( 30 ) , en, donde usa geles discont:!nuos de poliacrilamida 

y evita el uso de detergentes. 

Reactivos: 

De acuerdo al método se prepararon las siguientes

soluciones para la preparacidn de los geles de separacidn 

y espaciador respectivamente. 

Solucidn A pH = 8.9 

HCl l.O N 48 ml llerck. 

tris 36.6 g Sigma.Chem.Co.; 

temed O. 23 ml ( East.Org.Chem. 

ª2º se afora a 100 ml 

Solucidn B pH = 8.3 

HCl 1.0 N 48 ml llerck. 

tris 5.98 g Siima.Chem.Co. 

temed 0.46 ml llerck. 

ª2º se afora a 100 ml 

Solución C 

acrilamida 28 g llerck. 

bisacrilamida 0.13 g llerck. 
a; o 

2 se afora a 100 ml 



- 34 -

Soluci6n D 

aorilamida 10 g llerck. 

bisacrilamida · 2. 5 g Merck. 

H20 se afora a 100 ml 

Soluci6n E 

Riboflavina 4 mg •erck. 

H 2o se afora a 100 ml 

' 
Soluci6n P 

sacarosa 40 g Merck. 

H1

2o se afora a 100 ml 

Solucidn de Persulfato de amonio. 

(NH4) 25 2°8 . 
H·2o se afora a 

Soluci6n :Pi.iadorn. 

0.14 g Merck. 

100 ml 

ác. ~ricloroacético 12.5 g l[erck. 

H20 se afora a 100 ml 

Soluci6n Colorante. 

Azul brillante de Coomassie R-250 0.25g Bio.Rad.Lab. 

ácido acético 

H20 se afora a 

5· ml Merck. 

100 ml 

Solucidn Indicadora. 

azul de bromofenol l mg •erck. 

100 ml 

Solucidri Decolorante. 

ácido acético 5 ml Merck. 

:H20 dest. se · afora a 100 ml 
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Solucidn de Silicdn. 

silicdn 

a2o se afora a 

1 g Merck. • 

100 ml. 

Solucidn aruortiguadora de corrida~ 

tris-base 

glicina 

pH = 8.9 
a2o se afora a 

0.6 g Sigma.Chem.Co. 

2.6 g Merck. 

1000 ml 

Las soluciones A,B,C,D,E,F se filtraron con papel 

Whatman # 42.antes de usarse, la solucidn de pel-
sulfato de amonio, se preparó al momento de usarse. 

Preparacidn de los geles disconti?lllos depoliacril

amida para electrofor~sis. 

Gel de poro pequeños 

Solucidn A 
Solucidn C 

l volWu.en. 

2 volúmenes. 

H20 1 volúmen. 

solucidn ( NH4 ). 2s2o8 4 vol:-dmenes. 

Gel de pgro grandes 

Solucidn B 

Solucidn D 

solucidn E 

solución P 

1 vol.limen. 

2 volWu.enes. 

l vol.limen. 

4 volilinenes. 

Preparacidn de los geles: 

1.- Sellar con parafilm un extremo de los tubos -

de 10 cm x 75 mm. 
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2.- Llenar el tubo con 2 ml de la soluci6n de poro 

pequeño. 

3.- Estratificar con agua bidestilada con ayuda de 

una micropipeta. 

4.- Polimerizar 45 minutos. 

5.- Eliminar el agua de cada uno de los tubos. 

7 .- Agregar soluci6n o. 2 ml de poro grande 'J estr~ 

tificar. 

8.- Polimerizar 30 minutos. 

9.- ~scurrir el agua 'J lavar con soluci6n de poro
-< grande. 

10 .- Poner la muestra de 100 ug de proteína. 

11.- Agregar 0.2 ml de solución de poro grande a -

los tubos. 

12.- Estratificar el menisco con agua, con la ayu

da de una micropipeta. 

13.- Polimerizar 30 minutos. 

Electrofor~siss 

14.- Colocar los geles en la cámara, con la mues -

tra hacia arriba. 

15.- Poner una o dos gotas de amortiguador sobre -

la solución de poro grande que está. sobre '!a

muestra , evitando la formación de burbujas -

que se opongan al paso de la corriente. 

16.- Repartir la solución amortiguadora tris-glic!, 

na en los compartimientos de la cámara elec -

trofprdtica. 

17.- Poner 2 m1 de la solución de azul de bromofe-
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nol al. 0.001 " en el compe.rtimien·to superior. 

18.- Colocar la tapa de la cámara y conectar en los -

electrodos correspondientes, nivelar y conectar

la fuente de podara se aplica un voltaje inicial. 

de 2 mA por tubo de gel durante 2 minutos 'I des

pués se aumenta a 5 mA por tubo. 

19.- Detener el paso de la corriente cuando el disco

de bromofenol (frente de referencia), llegue -

a.una distancia del cm del extremo inferior del 

gel. 

Fijaci6n de proteínas: 

20.- Colocar los geles en ácido tricloroacético al 

12. 5 ""· 
Tinci6n: 

21.- Poner los geles en 20 ml de solucidn colorante -

de { azul brillante de Coomasie 0.25." : metanol 

50 ~ : ácido acético 10 ~ ). 

Decoloraci6n: 

22.- Pasar los geles por agua y colocarlos por sepa -

rado en 20 ml de ácido acético al 5 ~ durante -

48 horas. 

Montaje de geles: 

23.- Pasar los geles momentáneamente en formol al. 2 ~ 

y montar en tubos de vidrios de 10 cm x 9 mm. 

24.- Sellar los extremos del tubo con parafilm, cui -

dando que no queden burbujas de aire y conservar 

los geles en la obscuridad. 

Los geles se prepara.ron el día que se utilizaron. 
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.. 
Contenido de zinc y prote!na en los sobrenadantes de in -

cubacidn de los espermatozoides. S.iempre se observ6 la -

presencia de zinc y prote!nas en los sobrenadantes de las 

diferentes incubaciones, particularmente el zinc en los -

sobrenadantes de preincubacidn en presencia de histidina-

6 mil ( 11.9 :!: 1.9 ug ), en comparaci6n a los controles -

( 4.87 :!: 1.71 ug ). El mismo comportamiento, aunque en m!, 

nor proporci6n, fue observado en los sobrenadantes de ex-
+ tracci6n con NaOH O.l 111 ( 6.36 - 0.14 ug ) para el probl!, 

ma y ( 4.04 :!: 0.12 ug ) para el control. Finalmente en -

los sobrenadantes de la extraccidn NaCl l M en el control 

·( 1.06 :!: 0.26.ug) y el problema ( 1.07 :!: 0.28 ug ). Ta -

bla l. Cantidades importantes.de prote!na también fueron

encontradae en los diferentes sobrenadantes de incubaci6n; 

sin embargo, no fueron observadas diferencias significat,! 

vas en los valores de loa problemas respecto a los contl"2. 

lea. Tabla 1. 

Contenido de zinc y proteína en los sobrenadantes de puri 
ficaci6n del comnlejo lipoproteína-zinc. En los dos prim! 

ros sobrenadantes de purificaci6n de loa complejos lipo -

proteína-zinc se encontraron cantidades mayores de zinc -

en los sobrenadantes correspondientes a los controles 

respecto a los encontrados en los sobrenadantes de loe 

problemas. No se observaron diferencias en las cantidades 

de proteína presente en los aobrenadantes de purificacidn. 

Tabla 2. 

Electroforésis. Los experimentos de las electroforésis 

con los sobrenadantes de preincubacidn obtenidos después-
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de los 30 minutos en ausencia ( control ) y en presencia

( problema ) de histidina 6 m?4 mostraron, en el control -

la presencia de material con fuerte tinción positiva para 

proteínas aunque sin resolución en bandas, en presencia -

de histidina eí mostró además del material con tinci6n -

observado en el control, la presencia de por lo menos 

tres bandas bien definidas y con movilidad muy diferente. 

Los sobrenadantes de incubación en presencia de Na~l 1 M

mostraron bandas-bien definidas con tinci6n muy discreta~ 

para proteínas las que desaparecieron despu~s de los tra

tamientos para d~steñir los geles. En cambio los sobrena

dantes de extracción con NaOH O.l M revelaron la presen -

cía de material con tinción para proteína altamente posi

tiva pero difusa y sin resolución en bandas tanto en los

problemas como en los controles, figUra 2. Los complejcs

lipoproteína-zinc ya purificados al ser estudiados por 

electrofor~sis, mostraron una banda de proteína moderada

mente difusa pero intensamente teñida con diferente movi

lidad electroforética, figura 3. Los sobrena<lantes de la

primera purificación con el ácido acético al 5 %, revela-

ron tres bandas débilmente teñidas de las cuales sólo una 

de ellas permaneció visible en el gel al final de los trj! 

tamientos para quitar el exceso del cólorante de los ge -

les. Los demás sobrenadantes de los siguientes pasos de ~ 

purificación ya no mostraron ésta banda de alta movilidad 

electroforética, figura 3, 

Identificación de los lípidos del complejo lipoproteína -

zinc purificado. La identificación de los lípidos se hizo 

mediante cromato~af'ía en placa fina como ya se describió. 
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Esta experimentaci6n.nos permitid observar claramente la

presencia de 6 l!pidos diferentes, tanto en los casos de

las lipoprote!nas de los controles, como en las de los 

problemas. De estos l!pidos 2 de ellos son fosfol!pidos -

y aparentemente de acuerdo a la movilidad de los estánda

res, corresponden a esfingomielina y a fosfatidil serina. 

Los otros cuatro lípidos presentes en las lipoprote!nas -

fueron identificados de acuerdo a los estándares corres -

pondientes como : ácido graso libre, colesterol total, 

ester de colesterol y triglicerido. La mezcla de l!pidos

defini6 claramente la separación de los diferentes l!pi -

dos utiliza.dos como estándares. Respecto a los l!pidos 

presentes en los extractos obtenidos de espermatozoides -

completos ( lavados ), se observaron diferencias muy cla

ras en relaci6n a los l!pidos de las lipoprote!nas, estas 

no contienen fosfatidil eta.nolamina y fosfatidil colina,

figura 4. 
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Figura 2. Eleotroforésis discontinua en geles de 

poliacrilamida al 3 y 6 ~ de l·as proteínas pre -

sentea· en los sobrenadantes de las diferentes 

incubaciones. 

--

l.- Preincubaci6n 30 minen ausencia de.histidina (control). 

2.- Preincubaci6n 30 min en presencia de histidina(problema). 

3.- Incubaci6n 30 min con NaCl 1 M ( control ). 

4.- Incubaci6n 30 min con NaCl 1 M. ( problema ). 

5·- Incubaci6n 120 mi~ NaOH 0.1 M 

6 .• - Inoubaci6n 120 min NaOH 0.1 11 

( 

( 

control ). 

problema ). 
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Pigura 3. Electroforés1s ·en geles discontinuos de -

poliacrilamida al 3 y 6 ~ del complejo lipoproteína

zinc y de las proteínas presentes en los sobrenadan

tes de purificaci.6n • 

. 2 (¡ 

1 >a- '4~ ! 5 6 

1.- Complejo lipoproteína-zinc de espermatozoides prein

cubados sin histidina e control ) • 

2.- Complejo lipoprote!na-zinc de espermatozoides prein- · 

cubados con histidina 6 m M ( problema ). 

3.- Primer sobrenadante de purificaci6n e control). 

4.- Primer sobrenadante de purificacidn e problema ). 

5.- Segundo sobrenadante de purificacidn ( control ). 

6 .• - Segundo sobrenadante de purificacidn ( problema ) • 
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Pigura 4. Oromatograf!a én placa fina de loa l!pidos 

obtenidos de los complejos lipoprote!na-zinc 1 de 

espermatozoides completos. 

- =..-.: ==: ..;:.:.;..:..-::=::: :.:..=.~::-:-:::.~...::-~:.:-¡ 1 
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l.- Es.:t'ingom.ielina. 

2.- Posfatidil colina. 

3.- Fosfatidil serina. 

4.- Poafatidil etanol .amina. 

5.- Acido oléico. 

6.- Colesterol. 

1.- Colesterol esterificado, 

8.- .'J!rioleina, 

9.- Mezcla. 

10~- Lipoprote!na-zinc ( control } •. 

11.- Lipoprote!na-zinc ( problema ). 

12.- Espermatozoides comple.tos. 



T A B L A 1 

MODIFICACIONES EN LA ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE DE HUMANO 
INDUCIDAS POR DIFERENTES CONDICIONES EXPERIMENTALES. 

'.¡o 

Soprenadantes de Zinc (ug) Proteina ( mg ) 
los diferentes - Control Problema ,.. Control Problema 

• tratamientos. -Hist~dina) ( Histidina ) { -Histidina) ( Histidina 

Preincubaci6n 4.87 ! 1. 71 11. 9 t 1.90 0.96 + o. 12 1. 11 t 0.25 -
{30 min. 37°C) { 6 7 6 ) { 7 ) 

1 a, Extracci6n 1.06 ! 0.26 1. 07 ! 0.28 o.so ! o. 1 o 0.60 t 0.09 
NaCI I M ( 6 ) ( 7) ( 6 ( 7 ) 

(30 min 4°) 
2da. Extracción 4.04 ! 0.12 6.36 ! o. 14 2.24 ! 0.12 2.30 '! o. 11 
NaOH 0.1 M ( 6 ) ( 7 ) ( 6 ) ( 7 ) 

(120 min. 4°C) 

Las cantidades expresan el valor promedio ! las desviaciones estfindar 
de los microgramos y miligramos de zinc y proteína liberados al mediª 
de incubaci6n correspondientes. Los valores están calculados para 10 
espermatozoides. El número de casos está indicado en paréntesis . . 

1 • 

"" \11 



TABLA 2 

CONCENTRACION DB ZINC Y PROTEINA EN LOS SOBRENADANTES DE PURIFICACION DEL COMPLEJO 
LIPOPROTEINA .z me. OBTENIDO DE ESPERAMATOZOIDES PRBINCIBADOS 

Sobrenadantes de 
purificaci6n 

SIN HISTIDINA (CONTROL) Y CON HISTIDINA 6 mM. 

ZINC PROTEINA .. 

sin histidina con histidina sin histidina con histidina 

2 

3 ) 

4 ) 

o. 92 

0.57 

o. 1 z 
o. 06 

(control 

! 0.34 
+ o. 19 
+ o. 04 . 
+ o.oz . 

( 6 mM ) 

O.SS ! 0.24 

0.38 ! o. 17 

o .18 ! o. 08 
0.07 + . 0,07 

( control ) ( 6 mM ) 

0.69 ± o. 12 0.61 + o.os 
+ 0.20 • 0.06 o. 16 + o. 01 

o. 08 ! 0.02 0.10 '! 0.01 

o. os + + º· 01 0.04 0.01 

Las cantidades expresan los valores promedio ! las desviaciones estándar de los • 
microgramos de ZINC, o miligramos de PROTEINA liberados en los sobrenadantes de • 
purificaci6n. . 9 
Los valores fueron ajustados para el material lipoproteico obtenido de 1x10 
espermatozoides. 
En todo los casos el número de experimentos fue igual a 7 

~ 



TABLA 3 

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DEL COMPLEJO LIPOPROTEINA-ZINC RESPECTO A LOS MISMOS 
PARAMETROS ESTUDIADOS EN ESPERMATOZOIDES COMPLETOS 

ZINC PROTEINA COLESTEROL 
( ug ) ( mg ) e ug ) 

( -histidina ) + o .• 97 ! 120 t + Control s.oo - 0.3 o. 01 6.3 
( 6 ) ( 7 ) ( 7 ) 

! + + 
+ Tratado (+histidina 3.06 o.s 0.84 - 0.02 71 - 8.3 

e 7 ) ( 7 ) 6 

++Espermatozoides + + 
.285 ! 22 completos 2S.60 - 2.S s,20 - o.4 

(lavados) ( 12 ) ( 6 ) ( 8 ) 

Los nameros expresan valores promedio ! las desviaciones estándar. 
Bl Namero de experimentos se indica en los par~ntesis. 

FOSFORO 
( ug at.) 

+ 
6.07 - o.so 

( 7 ) + 
3.60 - o.so 

( 7 ) 

S4. 00 ! 12 
( 8 ) 

+ Los valores repr~sentan parte de la composici6n de la Lipoprotelna que. se ubtuvo y 
ajust6 a 1 x 10 espermatozoides. . 

++·Las .cantidades de los párametros estudiados están calculados para 1 x 10
9 

espermatozoides. 

.flo -:¡ 

1 
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La composición y estructura de las m~filbranas bio

lógicas varidn ampliamente segijn la proporción relativa y 

categor!a de sus l!pidos, proteínas y carbohidratos. Esto 

es importante porque determina las características de 

funcionalidad específica de antigenicidad, actividad enzi 

matica~ transporte, reacciones receptoras y funcionalidad 

metab<Slica. 

La composición de las membranas de los espermato

zoideg de los diferentes mam!feros se caracteriza por -

su alto contenido en l!pidos, de los cuales en la especie 

humana los fosfolípidos representan el 66 ~ destacando 

entre ellos la esfingomielina 21.4 '/., fosfatidil colina -

28 ~ y la fosfatidil etanol amina 21 ~ y en menor propo~ 

ción fosfatidil serina 5 ~ y plasmal6geno de fosfatidil

etanol amina 9.5 ~ ( 31 ). Otras investigaciones han de -

mostrado que la cantidad de colesterol varí~ dependiendo

de la especie, por ejemplo: los espermatozoides de carne

ro y de toro contienen menor cantidad de colesterol que -

la encontrada en los espermatozoides de conejo y de huma

no. Estas diferencias ~eterminan valores diferentes en -

las relaciones de co~esterol/fosfolípidos, siendo aproxi

madamente igual a uno en el espermatozoide humano 32 ) • 

Recientes conocimientos han establecido que la -

capacitación del espermatozoide es un proceso en el que

participi¡ui diferentes componentes que involucran cambios

en los glucoconjugados en la superficie de los espermato

zoides, en los antígenos, en los l!pidos, en las partícu

las membranales, en la fluidez membranal, en la permeabi

lidad a iones y moléculas pequeffas y en el metabolismo 

intermediario ( 33, 34, 35 ). 
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El zinc parece actuar de manera muy trascendente

en los mecanismos moleculares que suceden durante la cap!! 

citaci6n, ya que en los experimentos de fertilización " -

in vi tro " la adición de zinc al medio Krebs-Ringer Biclll: 

bonato inhibió la fertilización ( 36 ); en cambio, cuando 

las pruebas de fertilización se hicieron con espermatozo1 

des previamente capacitados, la fertilización ocurrió no.! 

malmente a)l?l con la adición de zinc al medio ( 37 ) • 

La presencia de zinc en cantidades mucho mayores- · 

observadas en los sobrenadantes de preincubaci6n en pre

sencia de la histidina indica claramente que el amino~ci

do indujo una importante disminución del elemento en los

espe:nnatozoides completos. Tabla l. Esta pérdida del ele

mento podr:Ca ser considerada como un requerimiento neces!! 

rio para el inicio de los camhios en composición, estruc

tura y permeabilidad memb~anal relacionados con la capaci 

tacidn .• Probablemente parte de la cantidad de zinc liberE; 

da a los medios de preincubaci6n provenga del complejo -

lipoprote!na-zinc obtenido de los espermatozoides preinc,!! 

bados en presencia de histidina. Tabla 2. Este mismo com

portamiento fue claramente observado en;el contenido de -

zinc en la lipoprote!na obtenida de los espermatozoides -

preincubados con histidina. Tabla 3. 
se ha descrito que uno de los primeros eventos 

que ocurren durante la capacitación es la liberación de -

un glucoconjugado de la superf'icie del espermatozoide, el 

cual puede inhipir la fijación del espennatozoide a la 

zona pelucida cuando el elemento se adiciona a los ensa-

yos de fertilüiaci6n " in vitro "· Este factor descapaci

tante puede ser liberado por la acci6n de fuerza ic:Snica-
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( 38 ) o por la digestidn con la B-N-acetil hexosaminida

sa ( 39 ). Estos y otros resultados suguieren que el glu

coconjugado adsorbido en la superficie del espermatozoide 

y que es liberado como parte de la capacitación que pudi! 

ra estar relacionado con la prote!na presente solamente -

en los sobrenadantes de preincubación en presencia de la

histidina 6 mM, observaciones no publicadas •. Figura 2. 

Respecto a la diferencia en mayor movilidad electroforéti 

ca del complejo lipoprote!na-zinc de los problemas, pudi! 

·· ·· ra deberse a la disminución en l.a cantidad de l!pidos l.a

cual puede repercutir en cambios de viscosidad y de tama

.ño molecular. Pigura 3. 

Por otra parte, la menor intensidad de las man -

chas observadas en la cromatografía en placa fina, corre~ 

pondiente al colesterol esterificado y trigliceridos ind1 

can claramente una menor cantidad de estos compuestos en

los complejos lipoprote!na-zinc de los problemas. Estas

diferencias inducidas por la presencia de la histidina d~ 

rante las preincubaciones, confirman las cantidades meno

res de zinc, colesteroi y fosfol!pidos determinadas cuan

titativamente en los complejos lipoprote!na-zinc. Tabla 3. 
Probablemente estos cambios bioquímicos obaerva -

dos "in vitro" corresponden a lo que sucede "in vivo", f! 

cilitándose de esta manera el siguiente evento conocido -

como reaecidn acrosomal, ya que se ha demostrado que el -

colesterol, ácidos grasos y P1asma seminal ( 40 ) produ -

cen efectos inhibitorios de la reaccidn acroeomal. Por el 

contrario, estos efectos son facilitados por la adici6n -

de liposomas de la lecitina y/o de alb'6mina e~rica bovina. 

Estos resultados corroboran el punto de vista en-
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el sentido de que cambios en la composici6n lipídica de -

la membrana plasmática de los espermatozoides influyen -

significativamente en la cap~cidad fertilizante de~·los 

espermatozoides de mamíferos. 

La característica que el zinc tiene como estabil1 

zante de macromoléculas y de membranas ( 41,42 ) parece

ser relevante en cuanto a la estabilizacidn del complejo

lipoproteína-zinc pues, parece claro la disminución del

elemento del complejo lipoprote!na-zinc inducida por la -

histidina y de las correspondientes consecuencias bioquí

micas ( disminuci6n de colesterol y fosfolípidos ) obser

vadas en el presente trabajo, pudieran ser en parte la 

causa de los incrementos previamente descritos respecto -

a la motilidad y consumo de oxígeno ( 13 ) y de fosfolíp1 

dos enddgenos de los espermatozoides ( 14 ). Conjuntamen

te a estos cá.mbios es posible asociar otros procesos a ni 

vel de ·membrana como, por ejemplo, en los mecanismos ini

ciales de tipo fusiogénico entre las membranas plasmática 

. y acrosomal externa mediante la participación de enzimas-

membranales del tipo de·fosfolipasas ( 43,44) constitu -

yendose así, las modificaciones del complejo lipoproteína 

-zinc como un requerimiento necesario de la capacitacidn

para inducir eficientemente la reacción acrosomal la que

es necesaria para que se lleve a cabo la penetración del

espermatozoide al dvulo, es decir 1 la fertilización. 

Finalmente resulta interesante el hallazgo rela -

cionado con la presencia de fosfatidil colina y de fosfa

tidil etanol amina solamente en los lípidos obtenidos de

espermatozoides co~pletos los cuales no se encontraron en 

los lípidos obtenidos de las lipoproteínaa;' Este hecho P! 
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rece indicar qúe io referido como complejo lipoprote!na

zinc no se trata de fragmentos de membrana. 
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