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R,BSUMEN 

Se ha determinado que lo• eapermatozoide• de loa mamlferos 

cuentan oon todo• loa componente• del aiatema del aegundo mensajero. 

Debido al ef~cto que tiene la expoaici6n de loa espermatozoides al 

AMPc, a an4logoa de aate (db-AMPc u 8-Br-AMPc), aa! como a inhibi­

doraa de foafodieateraaa de AMPc, .se ha inferido que el AMfc 

participa en la re9ulaci6n de prooeaos eaperm&ticos tal•• comoz 

tiempo de maduraci6n epididimal, metaboli81110, movilidad, tiempo de 

capacitaci6n y aparici5n de la raacai&n acroaomal. 

Se ha encontrado que el medio de incubaci6n influye en el 

ti .. po de capacitaci6n eaperll&tica. Por otra parte, ae ha viato 

que el nivel de AMPc intraHperaltico perunece eaencialMnt• 

oonatante durante al parlodo de capacitaci6n, a excepcidn da un 

incr-nto 1ub1tancial al inicio de la •i•a, !Jl yitro. Sata1 

obaarvacionea noa llevaron a invaati9ar ai el contenido inicial de 

AllPo intrae1pal:llitioo tenla al9una influencia en el ti811PO da 

oapacitacl&a. 

Lo1 e1panatoaoicla1 da auro fueron incubado• en difarantH 

ll84io1 capacitantea, a diferente• ti.-po1. su contenido da AllPc 

H detenino, por radioimunoeHayo, a 15 y JO H9 de iniciacta la 

incubaci6n. La capacitaci6n 1e valord cuantificando el • de la 

poblacidn que 1ufrid la leacci6n Acroac11al, 
• 

Loa e1penatoaoide1 da cuyo incr ... ntaron abrupt ... nte 1u 



contenido ba1al de AMPc, dentro de 101 prilleroa 30 1e9 de incubación 

en 101 diferentes medio• de incubación utili1ado1. La .. gnitud de 

e1te incremento fue dependiente de la c011po1ici6n del •edio de 

incubaci6n, siendo mayor cuando •• incubCS en un .. dio adicionado de 

9luco1a, papaverina o aaba1. La proporcidn de la poblaci6n 

e1perm&tica que se capacitd a 5, 15, 30 o 60 min de incubacidn, no 

fue 1iqnificativaraente diferente entre un medio y otro, no obatante 

que el contenido inicial de AMPc intrae1perw&tico si fue diferente. 

Lo• eapermatozoidea con un contenido inicial de AMPc cercano al basal, 

parecen no capacitarse ni a 5 ni a 15 min de incubaci~n en un •edio 

capacitante. 

E1to1 re1ult1do1 1u9ieren que el incremento del contenido de 

ANPc parece no tener relaci6n directa con el ti .. po de capacitación 

de 101 e1pea1ato1oide1 de cuyo. Bite AMPc parece activar, sol .. •nte, 

101 .. cani11101 que permiten que el 9 ... to adquiera 11 110Yilidad . 

activa (dentro de 120 •• ,,, requerida para la 1ub .. cuente 

fertili1acidn del dvulo. 
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I N T R o D u e e I o N 

Lo• primeros e1tudioa sobre la reproducci6n de 101 anillale1 

1e realizaron examinando el comportamiento de 101 9a .. to1 de 101 

organismos que pre1entan ferti~izacien externa. lito principal­

mente se debe a que los 6wloa y 101 eapermatozoidea de estos 

animales, particularmente loe de invertebrados marino•, ion ideales 

para el an&lisis de la fertilizacidn y el deaarrollo embrionario 

temprano, por dos razone• principalesr la fertilizaci6n y el 

deaarrollo subsecuente de un nuevo or9ani11110 ocurren flcillllente en 

el laboratorio, por incubacidn de loa qametoa en aqua de mar1 y 

por que un qran n<hnero de gametos de ambo• 1exo1 pueden ••r obteni­

do•, facilitando la inve1ti9acidn a nivel tanto bioqutmico como 

1110lecular. De aht que una gran parte del conoc!Jniento relacionado 

a la interacci6n de 101 9 ... to1 para la reproducei6n se refiera a 

tales organiamos. Por otra pai:-te, el entendimiento et• 101 proceM>• 

involucrado• en la reproducci6n de 101 ... tferos •e encuentra un 

tanto atra1ado, ya que 1610 recient ... nte •• h• enfocado un mayor 

interfl en IU e8tUdiO (aaVilter, 1980) • 

De la inve1ti9aciOn del proc:e10 de fertili1aci6n en inverte­

brado• .. rino1 •• han identificado al9uno1 de 101 eventos bA1ico1 

de la •i ... , alguno• de 101 cuale1 han 1ido ob1ervado1 tallbifn en 

101 ... tferos, coao 1on1 la ocurrencia de la reacci6n acrosomal 

e1perm&tica (~ 19521 ~u1tin, l952l1 una necesidad de iopea ca2+ 

para la produccidn de dicha reacci6n (Dan, 1954; Yanaqimachi y Uaui, 



3 

19741 alteraci6n del metaboli1¡no de lo• nucle6tidos c!clicos en 

el e•peraato1oide durante la reacci6n acro1omal (Garber1 y Kopf, 

1910t1 la e•pecificidad de especie pre1entada en la interacci6n 

e1pensato1oide-6vulo (Hanada y Chanq, 19721 Yanaqillachi, 1972, 

1977, 19781 SWlll8r• y Hylander, 19761 Kinaey y col., 1980)1 y 

otra1. De1afortunada11ente, existen suficientes disparidades en 

la fi•ioloqta y en la morfoloqla entre los qametos de los 

mamlfero• y los de los invertebrados marinos, que hacen imposible 

la extrapolaci6n de todos los h•llazqos obtenidos de la 

inve1tiqaci6n de ••tos dltimos, para comprender en detalle el 

proce10 de la fertilizaci6n en mamlferos. E•to hace indispensable 

el e1tudio de 101 diferentes mecanismos involucrados en la 

fertilizaci6n de e1ta1 dltima• e1peciea. 

La 6t~titizaci6n tn to6 •a~l6t~o6 

La reproducci6n en 101 maalf eros ea un proceso notablemente 

complejo, con 1u1 propio• evento1 f i1iol6gico• y sistemas de con­

trol, que tiene COllO finalidad el de1arrollo de un nuevo individuo 

de la ai1ma e•pecie. Bl cwapliaiento de ••ta finalidad involucra 

al fen&aeno denaminado fertili1acidn, que e1 la fu1i6n de l•• 

ctlula• qerainale1 e1peciali1ada1 (qameto•) del macho y de la 

hembra (Bavister, i980), para producir el huevo o cigoto, cuyo 

ulterior de1arrollo originara un individuo de la misma e1pecie 

(Au1tin y Short, 1982), 
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11 Hper11ato1oide 'i .el 6wlo IOft l•• ctlulH 9eminal.. e•pe­

ci1li1~1 .. •CNlina r f..-nina, re•pectiv ... nte, 'i 1u caracter1•­

tica principal e1 1u haploid1a en nt.tro de cr0110101111 y contenido 

de DllA. lite Htado haploide e1 adquirido, en Ulbo• 9 ... to1, a 

travls de divi1ione1 celular•• de un tipo no uaual (para la• ~lu­

la• som&ticas), denominada• meio1is. Ambo• qameto1 derivan de una 

l!nea de cllulas diploide1, denominadas ~lulas qerainale• pri­

mordiales, la cual •• e1tablecida durante la embri09•nesi1 tempra­

na, Las cAlulas ger11inale1 primordial•• sufren la• do1 divi1iones 

cqn1ecutivas de las que con1ta la meioli11 en la primera divisiCSn 

(meio1is I), tanto el ntlmero de cromosOllWls como el contenido de 

DHA es dividido en dos partea iguales¡ en la segunda, 1610 el 

contenido de DNA es dividido en dos partes iguales, Ya que antes 

de entrar a la priJaera profa•• mei6tica, las cAlulas germinales 

dupli~an su DNA, al inicio de la meiosis eat&n equipadas con una 

cuota da DMA de 4n, de1pu•• de la• do• divisionea meiCStica1, quedan 

con una cuota de n, en t•rmino• de contenido de DNA y en un 

e1t1do l\aploide. 

La1 ctlula1 9er11inal•• e1pecializada1 son producida• en la• 

9dn1da1, fi•ioldc)ic ... nte madura1, por un proce•o conocido como 

9a .. t09lne1i1, Bl 6vulo o gmaeto femenino es producido en el 

ovario durante la ovo9tne1i11 y el espermatozoide o q&111eto ma1cu­

lino, es formado en el te1t!culo, por el proceso denominado esper­

m1toglnesis (Austin y Short, 19821 , El ciclo de vida de 1•• 
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cdlulaa germinales, femeninas y masculinas, se resume en la figura 

l. Las c~lulas germinales, en ambos seKos, se dividen mit6tica­

mente hasta, o poco deapu8s de, la diferenciaci6n gonadal sexual, 

Todas las c@lulas germinales femeninas entran en meiosis en la 

vida fetal, en la mayorta de los mamiferos, mientras que las 

masculinas mantienen permanentemente su poblaci6n celular, que 

puede dividirse mit6ticamente y de la cual las c~lulas mei6ticas 

continuan para emerger por toda la vida adulta. 

Con la fertilizaci6n, el 6vulo recupera la diploid!a caracte­

rística de la especie (Bavister, 1980) 1 al recibir el DNA (n) que 

porta el espermatoz'oide, dando origen al huevo. Para que ocurra 

ésto, el gameto masculino debe adquirir la capacidad de fertilizar 

al 6vulo (Bedford, 1970; Bavister, 1980; Bedford, 1983; Yanagimachi, 

1984), por medio de procesos, aún no bien esclarecidos, que le 

ocurren durante su estancia en los tractos genital masculino, y 

femenino, hasta' encontrarse, unirse y fusionarse con el 6vulo, en 

el ámpula del oviducto (Talbot, 1984) , 

En la mayor!a de los mam1feros euterianos, el 6vulo reciente­

mente ovulado (Fig. 2), consiste de una membrana celular propia del 

6vulo, o vitelo, rodeada por una cubierta glicoprot~ica no celular, 

la zona peldcida; contenido todo en una masa de pequeñas c~lulas, 

la corona radiada y el climulo o6foro (Bedford, 1983; Hartman, 1983; 

Schuell y col., 1983¡ Dunban y col., 1984¡ Talbot, 1984); una 

matriz extracelular, contenien.do 4cido hialuronico (entre otras 
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cosas), y fluido folicular residual que separa a las células .de la 

corona radiada y el celmulus (Talbot, 1984). Por lo tanto, el 

espermatozoide que fertilice al 6vulo debe penetrar la matriz 

extracelular del climulo o6foro y corona radiada y la zona pelúcida 

antes de atravesar el espacio perevitelino y poder unirse y 

fusionarse con el oolema, Aunque Hartmann ll983) señala que las 

c~lulas del climulo o6foro y de la corona radiada se pierden, en 

algunas especies, en el trayecto recorrido por el ovocito, desde 

que es expulsado del folículo de DeGraff hasta su encuentro con el 

espermatozoide, en el ~mpula de la trompa de Falopio, el esperma­

tozoide de mamífero est& bien diseñado para penetrar las cubiertas 

que recubren al 6vulo, sin requerir que ~stas se pierdan mecánica­

mente. 

Los espermatozoides de mamífero están organizados, topográfi­

camente, en dos segmentos principales~ la cabeza y el flagelo 

(Fig. 2). La cabeza consiste de un núcleo más condensado y elonga­

do que el de una célula som~tica, cubierto en su polo anterior por 

un complejo membranoso, organelo denominado acrosoma, que contiene 

entre otras cosas enzimas que, se ha sugerido, participan en la 

fertilizaci6n con papeles activos (Stambaugh, 1978). El núcleo del 

espermatozoide de mamíferos tiene una forma que es característica 

de cada especie, y ~sta es adquirida al condensarse la cromatina 

por el aumento, en sus proteínas, del número de enlaces disulfuro 

internos, lo que lo hace metab6licamente inerte y sumamente resis-
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aistente a la digestión (Fawcett, 1975), El arre9lo de la crOllatina 

dentro del ndcleo esperm4tico no ha sido definido adecuadamente, 

pero se sabe que e•tl complejamente or9anizada1 por e1tudio• de 

criofractura de espermatozoides ~e varia• especies de maatferos 

(BellvA y O'Brien, 1983), ae sugiere que tiene un arreglo en la­

minas, aunque en el del h~no y en el del rat6n se ha sugerido que 

es fibroqranular. La extrema condensaci6n y la forma no usual del 

ndcleo espermático han sido atribuidas a la presencia de prote!nas 

caractertsticas en su cromatina. En varias especies de invertebra­

dos y vertebrados, las histonas somáticas son reemplazadas durante 

la espermatogénesis por protaminas (prote1nas m4s pequeñas y m!s 

b!sicas que las histonas), o por especies singulares de histonas 

(Bellv~ y O'Brien, 1983t, Las protaminas han sido identificadas 

en espermatozoides de varios mam1feros (Coelingh y col., 1972; 

Kistler y col,, 1976; Kolk y Samuel, 1975i Gaastra y col., 1978), y 

,se ha encontrado que algunas eapecies de mam1feros presentan en sus 

espermatozoides s6lo un tipo de protamina. La cubierta nuclear de 

espermatozoide de los mam1feros tiene varias caractertsticas 

estructurales no usuales. Consiste de dos membranas, y cada una 

contiene distintos patrones de part1culas intramembranales 

(Stackpo1e y Devorkin, 1979) , Cerca del polo caudal de la cabeza 

espermática, las membranas nucleares y la plasmática se fusionan 

para formar el anillo posterior (Friend y Fawcett, l974) 1 el cual 

aparentemente actúa corno un sello que separa los com9artirnientos 
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de la cabeaa y .del flagelo. 

Bl acroacllll d•l ea~toaoide de mam!faro• var!a en forma y 

t_.iio entre laa diferente• e•peciaa, pero caai aimpre conaiate 

de lo •i9'1i•nte (lleiael, 1978)1 una membrana continua que lo 

limita, c:o11pueata de una re9idn externa, que ea la maa prdxima a la 

lllllbrana pla..atica, y una regidn interna, la cual eata cercana 

a la llallbruia nuclear' el 19911ento ecuatorial o collar acroaomal, 

que ea la re9idn caudal particularaente eatrecha del acro1C111&, 

donde la llembrana acro1omal interna y uterna se unen1 el eapacio 

aubacro8Gllal; en alguno• caao1 conocido como el perforatorium, que 

aeaeja una ra11, y e1ta locali1ado entre la parte anterior f~nal 

del ndcleo y el acro1C11a1 y la •atriz acroaomal, compue1ta de 

material granular, electrdnicamente den•o, no enla1ado a las 

llallbranH. El que el acro•oiaa sea originado del aparato de Golc¡i 

durante la eapermatogtnesi• y el que contenc¡a enzima• hidrol!tica~, 

lo hace coaparable a un "lisosoma especializado" (Hartree, 1975; 

stambaugh, 1978), Fawcett (1978) al exponer eapermatozoide• de 

toro a naranja da acridina encontrd, que el acro•oma fluorec!a al 

contacto con el colorante, ••ta •• una caracter1stica de 101 

li1oaomaa, lo que apoya la considerac.i6n de Hartree y Stambaugh 

sobre el acro•Olll•· 

Al flagelo del e•permato1oide de mam!fero se le ha subdividido, 

para su e•tudio, en cuatro aegmentos discretos: el cuello, la 

pieza media, la pieza principal y la pieza terminal. El cuello ea 

una regidn 110rfoldgicamente compleja, localizada inmediatamente 
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de•puGs d• la cabeza, en la parte po•terior del ndcleo. La re9iGn 

del cuello incluye a la pieza conectora que •irv• como ba•e, fo .. 

de implantaciGn, al nGcleo. 11 cuello fonaa la articulaci6n entre 

la cabeza y el flagelo del e•peraato1oide (Browder, 1910). U•ual­

.. nte e1 delgado y e•tl con•tituido por la porci6n redundante de la 

membrana nuclear, una o do• mitocondria1 que se proyectan anterior­

mente de la pieza media, lo• ••CJ11'9nto• inicial•• de la• fibra• 

densas externas y la extenli6n anterior del par de microtdbulos 

central•• del axonelllA (complejo de filamentos axiales), que ea el 

aparato motor del flagelo esper111ltico. 

La pieza media del flagelo est4 caracterizada por el arreglo 

helicoidal de las mitocondrias que rodean a las fibras densas 

externas y al axonema central. La cubierta mitocondrial de la 

pieza media se considera que es la que genera la energía para la 

locomoci6n del espermatozoide (Fawcett, 1975; Oko y Krudka, 1982; 

y 0 1 Brien, 1983). La pieza media termina en una estructura en 

forma de anillo (annulus), donde se fusiona con la membrana 

plasm!tica. 

La pieza principal, el seqmento m!s largo del flagelo del 

espermatozoide, tambi6n contiene al axonema en su parte central y 

a las fibras densas externas que lo rodean en este seqmento, la 

h@lice mitocondrial es reemplazada por una vaina fibrosa compuesta 

de una serie de costillas (de estructura filamentosa), orientadas 

en forma semicircular y soldadas en dos pilares longitudinales 
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opuestos (Fawcett, 1975) , 

El segmento más distal del flagelo espermático, la pieza 

terminal, contiene regiones de vaina fibrosa menos desarrolladas, 

remanentes de las columnas, el extremo terminal de algunas fibras 

densas y al axonema (Bellvé y O'Brien, 1983), 

El espermatozoide está envuelto por un plasmalema que poseé 

dominios funcionalmente distintos, As!, la membrana plasmática 

que cubre la regi6n anterior de la cabeza, participa en la 

reacci6n acrosomal, mientras que la superficie del segmento ecua­

.torial o c!psula nuclear esta considerada como la zona responsable 

de la fusi6n inicial con el ovocito, Estudios de crio~fractura 
' 

de los espermatozoides de mamífero indican diferencias regionales 

en el tamaño, la distribuci~n y la densidad relativa de partículas 

intramembranales (Friend y Fawcett, 1974; Stackpole y Devorkin, 

1974). 

Parece haber una movilidad restringida de los componentes 

membranales intercalados (O'Rand, 1977), sobre todo en regiones 

que no pertenecen a la superficie postacrosomal de la cabeza. Los 

lípidos de la membrana espermática también parecen estar localiza­

dos en dominios discretos, se ha sugerido que las regiones membra-

nales fusogénicas, localizadas en el acrosoma, contienen concentra-

cienes elevadas de ltpidos ani6nicos (Bearer y Friend, 1982) , Ta­

les dominios lip!dicos ~odr!an facilitar los eventos de membrana 

que se presentan durante la capacitaci6n y la reacci6n acrosomal. 
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Fig. 2. Viag~ama e6quemdtico de la e6t~uctu~a ca~acte~!6tica de lo6 

gameto6 6emenino y ma6culinQ de lo6 mam!6e~o6. Al ocurrir 

la ovulaci6n 1 el 6vulo (A) detenido en la metafase II de la 

segunda divisi6n mei6tica, sale del folículo de Ue Graaf, 

rodeado por; el espacio perivitelino (ep) 1 la zona peld­

cida (zp), las células de la corona radiada (cr) y las 

del c(imulo o6foro (oc); y el primer cuerpo polar (pcp) que 

se encuentra en el espacio perivitelino, El espermatozoi­

de (B) está formado por: La cabeza, que incluye al nacleo 

(n) y al acrosoma (a); al cuello (c); y el flagelo, que 

comprende a la pieza media (pm) , que se caracteriza por el 

arreglo helicoidal de las mitocondrias (hm) que rodean 

al axonema, y termina en el ánulo (an); a la pieza prin­

cipal (pp), el segmento más largo del flagelo, donde la 

hé+ice mitocondrial es reemplazada por una vaina fibrosa 

(vf); y a la pieza terminal (pt) 1 el segmento m~s distal 

del flagelo espermático que contiene regiones de vaina 

fibrosa menos desarrolladas, El espermatozoide está en­

vuelto por la membrana plasmática (mp) que posee dominios 

funcionalmente distintos. 

En el esquema (A) 1 se puede distinguir la diferencia en 

las dimensiones de ambos gametos, 
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My~es y col., (19Bl) utilizan~o anticuerpos monoclonales 

diriqidos contra ant!qenos de la superficie de espermatozoides de 

mam!fero, encontraron que 'stos contienen ant!genos de superficie 

de localizaci6n discreta, formando dominios membranales dentro de 

las regiones acrosomal y postacrosomal, as! como en el flagelo; y 

suqieren que estos ant!genos podr!an tener papeles funcionales en 

la capacitaci6n, la reacci6n acrosomal o en la fertilizaci6n. 

Los espermatozoides aparentemente maduros "morfol6gicamente", 

cuando abandonan los tdbulos semin!feros testiculares, donde son 

producidos en gran nOmero, aun no son capaces de moverse 

progresivamente y son incapaces de fertilizar al 6vulo; pero, 

durante su paso lento a trav's del conducto epididimal, un 6rgano 

ductiforme adherido a la superficie posterior del test!culo, los 

espermatozoides aun sufren cambios morfol6qicos y bioquímicos 

para adquirir la capacidad fertilizante (Fawcett, 197B1 Bavister, 

19BOJ Talbot, 1984). 

Estos cambios maduracionales incluyen altenciones estructurales 

sutiles, tanto en la cabeza esperm6tica como en el flagelo, cambios 

en los constituyentes y en las propiedades de la membrana plasm6tica 

y, acamas adquieren la capacidad de moverse hacia adelante en forma 

sostenida (Bellv~ y O'B~ien, 1963), Los mecanismos involucrados en 

tal maduraci6n epididimal aun no est4n bien dilucidados, pero se 

sabe que pueden ser influenciados por mQltiples factores, tales 

como: concentraci6n celular, los espermatozoides son concentrados 
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unas 20 veces, o más, durante au transito por el epid1dimo1 cambios 

en su microambiente, el fluido del epididimo ea diferente en au 

composici6n comparado con el fluido de loa tQbulo1 aemin1feroa, 

estas diferencias involucran di1minuci6n del pH, alteraci6n de la 

composición i6nica, marcada ac'Ulllulaci6n de carnitina y qliceril­

fosforilcolina. Ademas, prote1nas especificas secretada• por el 

epidtdimo parecen interactuar directa.mente con el eapeX11Ultozoide 

(Ballva y O'Brien, 19831 Noland y col,, 1984¡ Talbot, 1984). 

Despuds de su estancia en el epid1diino, los e1permatozoides de 

loa mam1feros aun son incapaces de fertilizar de inmediato al 

Ovulo al ponerlos en contacto (Austin, 1951; '·chanq, 1951; Bedford, 

1970; Bavister, 19801 Garbera ~ ~opf, 1980; Chang, 1984; Yana9imachi, 

1984)¡ ya que al ser depositados en el tracto genital femenino, o 

en un medio de incubación adecuado, in vit~o, requieren de un tiempo 

determinado para que puedan ser capaces de fertilizar al 6vocito. 

Durante este tiempo, el espepnatozoide sufre una serie de altera­

ciones morfol6gicas y fisiol69icas para adquirir la capacidad de 

fertilizar. Estas alteraciones morfol6qicas se han dividido en dos 

partes: la capacitaci6n y la reacci6n acrosomal, 

El tfrmino capacitaci6n es una definición operacional (Chang, 

1984¡ Talbot, 1984) , y se refiere a la suma de eventos que le 

ocurren al espermatozoide de los mam!feros para poder sufrir la 

reacci6n acrosomal (Bedford, 19701 1983¡ Clegg, 19831 Yanagimachi, 

1984), El tiempo requerido para la capacitaci6n espermStica varia 
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entre las diferentes especies de mam1~eros. 

La reacción acrosomal originalmente era incluida como parte 

de la capacitaci6n (Austin, 1952) 1 pero a partir de aedford (1970) 

se le ha considerado como un fenómeno separado, La ,:eacci6n 

acrosomal consiste en la pérdida del acrosoma esperm~tico y la 

liberación de su contenido, Este cambio morfológico muy aparente, 

le permite al espermatozoide penetra,: las envolturas del 6vulo 

(Meizel, 1978), unirse y fusionarse con la membrana plasm~tica del 

mismo, y con ello, fertilizarlo (Clegg, 1983; Talbot, 1984; 

Yanagimachi, 1984). 

Inmediatamente después de que la cabeza del espermatozoide se 

ha incorporado dentro del citoplasma del óvulo, la cubierta del 

nficleo espermático desaparece y se inicia la descondensación de la 

cromatina nuclear (Battaglia y Gaddum-Rosse, 1984; Shalgi y 

Phillips, 1982), 

Después de la fusión espermatozoide-óvulo, las propiedades de 

la membrana plasmatica del gameto femenino cambian de tal manera, 

que elimina la posibilidad de que se fusione otro espermatozoide, 

es decir, bloquea la polispermia (Yanagimachi, 1984), de esta 

manera la singamia normal, ~sto es la combinación de sólo un 

pronúcleo masculino con el pronllcleo femenino, queda a.segurada 

(Schmell y col., 1983), Este bloqueo de la polisperrnia es refor­

zado, en algunas especies, por la reacción de la zona pelucida 

(Dumban y Wolgemuth, 1984), La fusi6n entre el ovocito y el 

espermatozoide también dispara la activación del citoplasma del 



17 

6vulo causando, entre otras cosas, la exocitosis de los gránulos 

corticales, El material. de los gránulos corticales interactG.a 

con la zona pelG.cida y l.a mo~ifican (reacci6n de la zona pelG.cida), 

de tal manera que se torna impermeable al paso de mas espermatozoi­

des (Durnban y Wolgemuth, 1984; Yanagimachi 1 1984). 

El mecanismo preciso desarrollado para el bloqueo de la 

polispermia depende de la especie, Los 6vulos de algunas especies 

(p. ej., el conejo) dependen casi exclusivamente del bloqueo 

causado por la membrana plasmática del ovocito, y los de otras 

especies (p. ej., el rat6n) parecen utilizar los dos mecanismos para 

prevenir el paso de más de un espermatozoide hacia el citosol del 

ovocito; los 6vulos de otras espec1et. (p, ej., el hámster dorado) 

parecen depender únicamente de la reacción de la zona pelúcida 

para bloquear la polispermia (Yanagimachi, 1984). 

La activaci6n del citoplasma del gameto femenino permite que el 

núcleo del espermatozoide se descondense y desarrolle para formar 

el pronúcleo espermático. Al mismo tiempo, los cromosomas del 

6vulo, detenidos en la metafase de la segunda división mei6tica 

antes de la entrada del espermatozoide al citosol, por la penetra­

ción del espermatozoide completan sus meiosis y forman el pronúcleo 

femenino, y es expulsado el segundo cuerpo polar (Edwars, 1980; 

Austin y Short, 1982), La s1ntesis de Dtm y la duplicación de 

cromosomas en ambos pronG.cleos ocurren más o menos sincr6nicamente 

con el desarrollo de los mismos (Wol9emuth, 1983), La activaci6n 

del 6vulo y el rearreglo del sistema del citoesqueleto que la 
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acompaña, llevan a los pronGcleos en desarrollo al cento del huevo, 

donde, una vez que se han desarrollado totalmente, quedan en una 

aproximaci6n muy cercana y su cubierta se desintegra y sus 

cromosomas se aparean para la primera división celular mit6tica del 

nuevo ser que se desarrollará (~anagimachi, 1984). 

El intervalo de tiempo que transcurre a partir de la entrada del 

espermatozoide al citosol hasta la primera divisi6n del huevo es de 

más de 12 horas en la mayoría de los mamíferos; en el humano, por 

ejemplo, es de 28 horas. 

La capacltaci6n e~pe~m~tica 

Hace más cle 30 años que los primeros estudios sobre el proceso 

de la capacitación fueron realizados (Austin, 1951; Chang, 1951), 

cuando se observ6 que los espermatozoides inyectados dentro del 

saco periovárico de la rata o en el oviducto de la coneja eran 

incapaces de penetrar al ovocito inmediatamente, y que requerían 

de un periodo determinado de permanencia en el tracto genital feme­

nino para adquirir el estado funcional, en el cual pueden fertilizar 

6vulos. Este estado funcional es alcanzado cuando el espermatozoide 

ha sufrido dos procesos indispensables; la capacitaci6n y la reac­

ci6n acrosomal (Austin, 1951; Chang, 1951; 1984; Bedford, 1970, 

1983; Clegg, 1983; Talbot, 1984; Yanagimachi, 1984), 

La capacitaci6n de los gametos masculinos de los mamíferos se 

ha definido como la suma de cambios bioquímicos, ultraestructurales 

y fisiol6gicos que le deben ocurrir para poder sufrir la reacción 
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acrosomal (Bedford, 1970), La capacitaci6n es un proceso espermá­

tico básico para que el gameto pueda fertilizar al 6vulo a la hora 

y en el lugar adecuado; sus facetas parecen reflejar nuevos meca­

nismos de control celular sobre la interacción de los gametos en 

la reproducción de los mamíferos euterianos (O'Rand, 1982; Bedford, 

1983) . su duración podría controlar el tiempo previo a la inter­

acci6n entre el espermatozoide y el 6vulo, vía control de la ex­

presión de ·la reacci6n acrosomal (0 1Rand, 1982), ya que los cambios 

espermáticos observados concomitantes con la capacitaci6n están 

posiblemente relacionados directamente a la preparaci6n para la 

fusi6n de las membranas plasmática y acrosomal externa del gameto. 

Las bases bioquímicas de la capacitaci6n espermática no están 

totalmente dilucidadas, pero existen yarias líneas de evidencias 

que indican que el proceso de capacitación involucra a los siguien­

tes eventos: 

l. Una disminución de la carga negativa neta, por alteraci6n 

de las terminales de ácido glucur6nico y/o hialur6nico 

(Vaidya y col., 1971) 

2. Remoci6n de un factor(es) unido a la membrana plaamltica 

espermática que impide la capacitaci6n (factor descapaci­

tante o factor estabilizante de la membrana) (Williams y 

col., 1976; Oliphant, 1976), cuyo origen es el liquido 

del epid1dimo y/o el plasma seminal (Chang, 1957; Weinman 

y Williams, 1964) , As! como la p~rdida de componentes 

espec1~icos de la membrana plasm~tica (Brackett y Oliphant, 

1975; Oliphant, 1976) 
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3. Aumento en el metabolismo glucolítico (llamner y Williams, 

1963) 

4. Aumento en la velocidad de respiración (Hamner y Williams, 

1963) 

5. Alteración de sitios espermáticos que unen lectinas 

(Schwarz y Koheler, 1979), y de sitios de unión de 

anticuerpos específicos (Koheler, 1976; 0 1Rand, 1979) 

6. Disminución del contenido de colesterol de la membrana 

plasmática (Brackett y Oliphant, 1975); incremento en el 

contenido de fosfolípidos de la membrana plasmática (Davis 

y col,, 1980); disminución de la relación colesterol/ 

fosfolípidos (Davis y col., 1979, 1980); incremento en la 

metilaci6n de fosfoU.pidos membranales {;Llanos y Meizel, 

1983) 

7. Cambios en las propiedades osmóticas de la membrana plas­

mática (Summers y col,, 1976) 1 y cambios en su permeabili­

dad 

8, Cambios en la fluidez de las membranas plasmática y acro­

somal externa (Brackett y Oliphant, 1975) 

9, Incremento en el influjo de iones Ca+ 2 (Singht y col., 

1978) 1 formación de canales iónicos en las membranas 

plasmática y acrosomal externa y formación de gradientes 

i6nicos a trav~s ~e ellas, manteniendo niveles intracelu-

+ + lares elevados de K y bajos de Na (Edwars, 1980) 

10. ApariciOn, en las membranas plasmáticas y acrosomal exter-
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na, de zonas carentes de particulas intercaladas, zonas de 

aclaramiento consideradas como posibles p~ntos de fusi6n 

intermembranal durante la reacci6n acrosomal (Friend, 1974, 

1977, 1983) 

11. Incremento en la actividad de la adenilato ciclasa (Morton 

y Albagli, 1973; Stein y Fraser, 1984); disminuci6n de la 

actividad de la fosfodiesterasa de nucleotidos c1clicos 

(Stein y Fraser, 1984), e incremento de los niveles de 

AMPc intraesperm~ticos (Hyne y Garbers, 1979¡ Mrsny y 

Meizel, 1980; Fraser, 1981; Stein y Fraser, 1984) 

12. Incremento en)la movilidad espermática (Yanagimachi, 

1970; Yanagimachi y Usui, 1974; Cornett y Meize1 1 1978; 

Mrsny y col., 1979) 

Es importante hacer notar que todos los eventos señalados se ha 

observado que ocurren durante el tiempo que toma el proceso denomi­

nado capacitaci6n, sin embargo, no se tiene la certeza si son parte 

del mismo, o si son concomitantes con él. Por otra parte, las mo­

dificaciones esperm~ticas que ocurren durante este proceso no pa­

recen requerir factores externos espec1f icos de especie (Pe Mayo y 

col., 1980; Saling y Bedford, 19Bll, y 6sto enfatiza que cuando 

menos en parte, el proceso de la capacitaci6n esperm~tica en los 

espermatozoides de mam1fero sea de naturaleza end6gena (O'Rand, 

1982). 
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La 4eaccl6n ac4o6omal en lo6 e6pe4matozalde6 de loa mamL6e4oa 

El acrosoma de los espermatozoiC\es de los mam1feros sufre una 

produnda modificaci6n morfol69ica, denominada reacción acrosomal 

(RA), en el tracto genital femenino, o en condiciones adecuadas de 

incubaci6n ln vlt4o, In vlvo ocurre poco antes de, o durante 

(Yanagimachi y Usui, 1974) 1 el contacto con las envolturas del 

6vulo. Aunque el significado preciso de la RA no se ha determinado 

aun totalmente, se asume que es un proceso que sólo le ocurre al 

espermatozoide capacitado (Bedford, 1970, 1903; ~awcett, 1975; 

Meizel, 1978; Hyne y Garber:s, 1979; Moore y Bedford, 1983), y que 

le debe ocurrir al gameto para que pueda atravesar las envolturas 

del 6vulo, unirse y fusionarse con el oolema y ast fertilizar al 

gameto femenino, 

La RA es un evento totalmente dependiente de Ca+ 2 extracelular 

(Yanagimachi y Usui, 1974; Hyne y Garbers, 1979; Garbera y Kopf, 

1980), y sus eventos secuenciales son: 

l. La fusi6n, en mdltiples sitios, de las membranas acrosomal 

externa y plaam!tica que la cubre, con la producci6n de 

ves1culas mixtas y fo~ci6n de poros a trav6s de ambas 

membranas, creando un acroaoma fenestrado (perforado) que 

permanece por algan tiempo (Green, 1982; Meizel, 1978). 

Tambi6n ocurre un aumento del volumen del acrosoma, aunque 

no se sabe con certeza si es causado por la vesiculaci6n 

membranal y la fo~maci6n subsecuente de poros que permiten 

la entrada de electrolitos al acrosoma con el consiguiente 
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hinchamiento del mismo, o si, ocurre primero e~ hinchamien­

to debido al aumento de la presi6n osm6tica coloidal dentro 

de la matriz acrosomal 1 que induce la fusión y vesicula­

ci6n intermembranal (Yanagimachi y Usui, 1974; Green, 1978), 

aunque recientemente, Green (1982) mostr6 datos que refor­

zan la idea de que es el aumento del volumen del acrosoma 

lo que permite el acercamiento de las membranas acrosomal 

externa y plasmática y facilita su fusi6n 1 ;l.a pregunta: 

¿cómo se induce el aumento en la presión osm6tica de la 

matriz acrosomal?, permanece sin respuesta, La RA se 

asemeja a un proceso de e~ocitosis, pero su duración es 

m&s larga que un evento propiamente exoc1tico que ocurre 

en otros sistemas1 por ejemplo, en el cuyo, desde el 

hinchamiento del acrosoma hasta su desaparici6n trans­

curren de 3 a 6 min IYanaqimachi y Usui, 1974) 

2. La liberaci6n del contenido acrosomal, constituido por 

electrolitos y enzimas, de las cuales se han identificado 

las siguientes1 ttialuronidasa, acrosina, proacroaina, 

esterasas, neuraminidasa, fosfatasas !cidas, fosfolipasa 

A, arilsulfataaas, beta-N-acetil-qlucosaminidasa, arilami­

dasa, proteinasas Acidas y colaqenasas (Stambaugh, 1978). 

Al inicio de la liberación del contenido acrosomal, se 

retiene gran parte de la membrana plasmática que cubre al 

acrosoma y con ella, a los posibles receptores que se 
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propone se unen a la zona pelúcida del 6vulo (Moore y 

Bedford, 1983) 

3. La exposici6n de la membrana acrosomal interna, que pre­

senta actividad proteolítica posiblemente debido a 

acrosina unida a ella (Morton, 1975) 

4. Refusi6n de la membrana plasmática con el residuo de la 

membrana acrosomal externa, a nivel de la regi6n ecuato­

rial; la RA está limitada a la regi6n rostral del acrosoma 

y progresa caudalmente s6lo hasta el margen anterior del 

segmento ecuatorial lrig, 3), donde ocurre 1a fusi6n 

de las membranas plasmática ~· acrosomal externa residual, 

para dar continuidad a la membrana plasm~tica del esper­

matozoide, En investigaciones utilizando polimixina B y 

filipina se ha mostrado (antibi6ticos que actrtan a nivel 

de membrana) que, antes del inicio de la RA 1 el plasmalema 

rostral espermático es rico en lípidos ani6nicos, consti­

tuyentes que incrementan la fluidez de las membranas y 

facilitan la fusi6n de éstas (Bearer y Friend, 1981) 

5, Reorganizaci6n de las partículas intramembrana1es de la 

membrana plasmática, en la regi6n ecuatorial o en la 

postacrosomal, para constituir la zona que reconocerá a la 

membrana plasmática del 6vulo (Fawcett, 1975; Meizel, 

1978; Austin y Short 1 1982), Observaciones recientes 

(Bedford y col., 1979; Moore y Bedford, 1983) de las 

primeras etapas de la interacci6n 6vulo-espermatozoide, 
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sugieren que la fusi6n de los gametos probablemente 

ocurre primero sobre algrtn punto del plasmalema espermático 

dentro de la zona limitada por la regi6n ecuatorial y la 

regi6n postacrosomal 

Como se ha mencionado, los ca,mbios que le ocurren al esperma­

tozoide, sobre todo a nivel de membranas plasmática y acrosomal 

externa, durante la capacitaci6n, lo predisponen a sufrir la RA, 

pero el origen y la naturaleza de los factores y mecanismos que 

especHicamente la inician .Ül v.<.vo, aun no se han esclarecido 

completamente. 

Los resultados de investigaciones en varios tipos de células 

de mamtfero favorecen la idea de que la fusi6n de membranas es 

precedida por la formaci6n de zonas de bicapa lípida libres de 

proteínas intercaladas, debido a su agregaci6n en otras zonas 

(formando parches) (Ahkong y col,, 1975) 1 ésto, en el espermatozoide, 

se ha observado en la regi6n anterior del acrosoma (Friend y col,, 

1977), y particularmente en el límite con el segmento ecuatorial 

donde la fusión de las membranas plasmática y acrosomal externa es 

esencial para la integridad de la célula, La movilidad lateral de 

las protetnas, podrta deberse a cambios en la composición lip!dica 

de las membranas durante la cap~citaci6n, como la reaucci6n local de 

colesterol y el aumento de fosfol!pidos (Brackett y Oliphant, 1975; 

Davis y col,, 1979 1 1980) 1 ast como el incremento en la metilaci6n 

de tales fosfol!pidos (Llanos y Meizel, 1983) 1 lo que podría 
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incrementar la fluidez de las membranas. Parece que las proteasas 

acrosomales no están implicadas en el proceso de la RA 1 dado que 

ésta ocurre en presencia de inhibidores de ellas (Green, 1978¡ 

Perreault y col,, 1982), 

En cuanto al Ca+ 2 , se sabe que es indispensable su presencia en 

el medio de incubaci6n para que ocurra la RA; pero no hay evidencias 

concretas que indiquen que papel exactamente juega. Papahadjopoulos 

(1978) propone que tiene una influencia directa en el proceso de la 

fusión membrana!, actuando directa o indirectamente para producir 

desestabilizaci6n de la bicapa lipídica, Directamente podría in­

ducir una transición de fase de la membrana, creando áreas de lí­

pidos cristalinos y no cristalinos, o sea, regiones inestables 

que podrían promover la fusión de las membranas; este proceso 

podr!a ser influenciado, en el espermatozoide, por la acci6n de 

fosfolipasas (Hirao y Yanagimachi, 1978), O bien, la desestabi­

lizaci6n de la bicapa lipídica podría ser inducida indirectamente, 

ya sea por la participación del complejo Ca-calmodulina y/o de 

cinasas de proteínas es~ecíficas, La calmodulina, proteína que une 

Ca+2 espec!ficamente, envuelta en procesos regulatorios celulares 

mediados por Ca+2 (Means y col, 1 1982), también ha sido implicada 

en procesos de exocitosis y fusión membrana! (Steinhandt y Alderton, 

1982), ha sido localizada en el espermatozoide del conejo y del 

cuyo (Jones y col,, 1980), 

Por otra parte, la participación de cinasas de proteínas espe­

cíficas, a su vez, puede implicar en el proceso a la adenilato 
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ciclasa, al AMPc y a las catecol.aminas (Meizel 1 1978; Moore y 

Bedford, 1983). 
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la 1teac.c..i.c5n ac./f.o!>omal en el e6pe/f.matozo.ide. (ie.l c.uyo. (A) 

antes de que se inicie la reacci6n acrosomal¡ (B) 

hinchamiento y e) fusi6n del acrosoma 1 en multiples sitios, 

de las membranas acrosomal externa y plasm~tica que la 

cubre; (D) liberaci6n del con ten.ido acrosomal, expos ici6n 

de la membrana acrosomal interna y refusi6n de la membrana 

plasmática con el residuo de la membrana acrosomal exter-

na; (E) la reacci6n acrosomal se ha completado y la regi6n 

ecuatorial o postacrosomal puede unirse ya al oolema del 

6vulo para fusionarse con él. Sa, segmento anterior del 

acrosoma; se, segmento ecuatorial; mai 1 membrana acrosomal 

interna; mae, membrana acrosomal externa; n, nGcleo; mp, 

membrana plasmática, 
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A N T E C E D E N T E S 

Loó nu.cle.6t.i.doó c.-i.c.t.i.c.oó e.n el e.ó¡:ie11.ma.tozo.i.de. de. lo~ mamláe.1toó 

Corn,onentes del sistema del segundo mensajero en el espermato-

zoide de los mamíferos. 

Está establecido que los espermatozoides de los mam!feros 

contienen tanto adenosín-3.1 5 '-monofosfato ciclico (AMPc), as! como 

guanosin-3',S'-monofosfato cíclico (GMPc), aunque este último en 

menor proporción (Gray, 1971; Hoskins y Casillas, 1975; Rogers y 

Kopf, 1980); además, tas enzimas requeridas para la síntesis (adeni­

lato ciclasa y guanilato ciclasa, respectivamente); para la expre­

si6n fisiológica (cinasas de proteínas dependientes de AMPc y de 

GMPc); para su degradaci6n (fosfodiesterasas de núcleotidos c!cli­

cosl; as! como fosfatasas de las proteínas fosforiladas por las 

cinasas dependientes del AMPc. 

La adenilato ciclasa 

Es la enzima que sintetiza AMPc a partir del complejo ~TP-Mg; 

en el espermatozoide, a diferencia de otras c~lulas, la enzima no 

es estimulada ni por la toxina del c6lera (Chang y Boettcher, 1979), 

ni por el fluoruro, pero s1 por el cati6n divalente Mn+ 2 (hasta 50 

veces) (Hoskins y Casillas, 1971), su actividad se encuentra 

localizada primariamente en la fracci6n particulada del espermato­

zoide, aunque Herman y col,, (1976) recuperaron al menos 30% del 

total de la actividad enzimática, de espermatozoides de toro, en 
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la fracci6n soluble, La adenilato ciclasa se ha demostrado en los 

espermatozoides de: humano, erizo de mar (Gray y col,, 1976), mono 

(Casillas y Hoskins, 1970), hfunster (Morton y Albagli 1 1973) 1 rata 

(Braun y Dods, 1975), toro (Braun, 1975), carnero (Towns y Luke, 

1976), cuyo (Hyne y Garbers, 1979), chivo y búfalo (Chaundhry y Anand, 

1975), y cerdo (Berger y Clegg, 1977), 

En los espermatozoides de cuyo, la actividad de la adenilato 

ciclasa es aumentada por la presencia del Ca+ 2 y Hco3 , se piensa que 

este aumento de la actividad enzimática es mediado por la calmodulina 

(Garbers y Kopf, 1980), En los espermatozoides de h~mster, la 

adenilato ciclasa es activada durante la incubaci6n de los gametos 

ü1 vU11.o (Garbera y Kopf, 1980) ¡ y lo mismo sucede en los espermato­

zoides de cuyo (Hyne y Garbera, 1979), rat6n (Fraser, 1981; Stein y 

Fraser, 1984), y en los de cerdo (Berger y Clegg, 1977), 

Se postula que la adenilato ciclasa es un sistema compuesto de 

al menos tres proteínas: una catal!tica, que no muestra ningunas 

propiedades reguladorasr otra, que une nucle6tidos de guanina y 

regula la actividad de la proteína catalítica al interaccionar con 

ella y con la tercera protetna del sistema, la cual funje como 

receptor de la señal extracelular, La prote!na catalítica es la que 

se une al complejo Mg~ATP para producir Alll>c y Mg~PPi (Roas y 

Gilman; Hildebrandt y col,, 1984), 

Fosfodiesterasas de nucle6tidos ctclicos 

Estas enzimas inicialmente fueron descritas por Gray y col., 



(1976), quienes demostraron que los nucle6tidos c1clicos eran 

degradados tanto en el espermatozoide de humano como en los de 

erizo de mar, aunque su presencia ya se había inferido por estudios 

con inhibidores (papaverina, cafeína, metilxantinas) y activadores 

(imidazol, AMPc externo) de las mismas (Casillas y col,, 1970; 

Garbers y col., 1971). Existen varias formas isoenzimáticas de las 

fosfodiesterasas de nucle6tidos cíclicos, detectadas tanto por téc-

nicas de separaci6n protéica (cromatograf!a de intercambio i6nico, 

perfiles de filtraci6n en gel, etc,), as! como por su especifi­

cidad de substrato (Garbers y Kopf, 1980; Tash y Means, 1983), 

En el espermatozoide de mamífero, estas enzimas no'parecen 

requerir del complejo Ca+2-calmodulina para su activaci6n; aunque, 

Wasco y Orr (1984), encontraron una fosfodiesterasa de nucle6tidos 

cíclicos dependientes de Ca+ 2-calmodulina, asociada con la cabeza 

y con el flagelo de espermatozoides desmembranados, obtenidos de 

la cauda de epid!dimo de rata, 

La actividad de fosfodiesterasa de GMPc, en el espermatozoide, 

se encuentra principalmente en la fracci6n partículada, mientras que 

la de AMPc est& distribuida entre las fracciones part!culada y 

soluble (Garbers y Kopf, 1980; Bhatnagar y Anand, 1982¡ Tash y Means, 

1983). La actividad de fosfodiesterasa de nucle6tidos c!clicos se 

encuentra distribuida tan.to en cabeza (50% de la actividad total), 

pieza media, as! como e~ el flagelo (Bhatnagar y A.nand, 1982). 

Cinasas de prote!nas dependientes de AMPc, 

En las células eucari6ticas la ünica acci6n conocida del AMPc 



33 

es la activaci6n de cinasas de proteínas dependientes de este 

nucle6tido (Rosen y col., 1975), Estas enzimas se han encontrado 

en espermatozoides de varias especies de mamíferos (Garbers y col., 

1973; Hoskins y col,, 1972, 1974; Lee e Iverson, 1975), y represen­

tan una proporci6n significativa de las proteínas espermáticas. 

Los substratos end6genos específicos de ellas (proteínas espe­

cíficamente fosforilables por cinasas dependientes de AMPc), se han 

encontrado en el citoplasma de espermatozoides de bovino (Brandt y 

Hoskins, 1980) 1 en espermatozoides intactos de humano (Huacuja y col., 

1977), y de rata (Chulavatnatol y col,, 1982), en solubilizados de 

espermatozoides de perro (Tash y Means, 1982; Tash y col,, 1984), y 

en membrana plasmática de espermatozoides del epidídimo de bovino 

(Noland y col., 1984) y del espermatozoide eyaculado de perro 

(Tash y col., 1984). 

Las cinasas de proteínas dependientes de AMPc existen en dos 

formas isoenzimáticas principalmente, denominadas tipo-! y tipo-II, 

resueltas por cromatografía en DEAE-celulosa (Hoskins y col,, 1971). 

Ambas isoenzirnas est&n constituidas por dos subunidades: la regula­

dora, que se une al AMPc, y la catalítica, que se activa al 

disociarse de la reguladora para fosforilar a la proteína blanco. 

Estas isoenzimas se diferencian por su subunidad reguladora, dado que 

son diferentes estructuralmente y además presentan diferente afinidad 

por el AMPc (Steinberg, 1984; Litvin y col, 1 1984), 
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Usando anticuerpos monoespec1f icos dirigidos contra la subunidad 

catalítica y un segundo anticuerpo marcado con fluoresceína, Tash y 

Means (1982) localizaron microsc6picamente a la cinasa de proteínas 

tipo-!, tanto en la cabeza como en el flagelo del espermatozoide de 

perro. Garbers y Kopf (l980a) encontraron, por cromatografía de 

intercambio i6nico, que las dos isoenzimas se encuentran en el citosol 

del espermatozoide de bovino; mientras que Horowitz y col,, (1984), 

utilizando marcaje por fotoafinidad con 8-acido AMPc (P32 ¡ encon­

traron que la cinasa d.e proteínas dependiente de AMPc tipo-! está 

asociada predominantemente a la membrana plasmática del esperma­

tozoide de rata, mientras que la isoenzima tipo-Ir se encuentra 

principalmente en el citoplasma y en las estructuras resistentes 

al detergente Triton X-100, 

Fosfatasa de prote!nas, 

La reacci6n opuesta a la fosforilaci6n de las proteínas es su 

desfosforilaci6n, catalizada por fosfatasas de proteínas, Niveles 

significativos de actividad de una enzima capaz de desfosforilar 

proteínas, previamente fosforiladas por cinasa dependientes de AMPc 

(fosfatasa proteica), han sido cuantificados en espermatozoides del 

epidídimo de bovino y de erizo marino (Tang y Hoskins, 1975; Swarup 

y Garbers, 1982). En ambas especies, la enzima está distribuida 

tanto en la fracci6n soluble como en la partícu1ada 1 de la cabeza y 

del flagelo espermáticos, 

Los mecanismos involucrados en la regulación de la actividad de 

estas fosfatasas aun no se conocen; aunque, las observaciones de 
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Swarup y Garbers (1982), de que en el espermato,zoide de erizo 

marino, la actividad de fosfatasa de proteínas es estimulada por 

un factor ovular rico en fucosa, sugieren que ~o s6lo la fosfori­

laci6n, sino también la desfosforilaci6n de proteínas específicas, 

así como el recambio del fosfato proteínico pueden ser importantes 

para la funci6n espermática, 

En general, el espermatozoide cuenta con tc·dos los componentes 

del sistema del segundo mensajero (concepto establecido por 

Sutherland y col., 1960) que se caracteriza por el primer mensajero, 

generalmente una hormona, al interaccionar con su receptor, en la 

c~lula blanco, induce una estimulaci6n de la adenilato ciclasa 

intramembranal, que se traduce en un aumento del nivel intracelular 

df· AM.Pc (excepcionalmente ocurre lo contrario), el cual se une con 

la unidad reguladora de las cinasas de proteínas dependientes de ~l, 

para que la unidad catalítica fosforile a la proteína específica y 

ésta desencadene una serie de eventos que conducen a la respuesta 

fisiol6gica característica de la acci6n hormonal en la c~lula 

específica (Pastan, 1972) , 

Funcionea eape~mltlcaa AeLacionadaa al AMPc 

Aunque no se ha identificado aOn la señal(es) primaria que 

induce la elevación de los niveles intracelulares de AMPc en el 

espermatozoide de los mamíferos, s1 se han observado varios 

efectos en él, inducidos por la alteraci6n de sus niveles de AMPc, 

producida tanto por la adici6n al medio de incu.baci6n de /\.MPc o 
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análogos de éste más permeables (dibutiril-AMPc, 8-1\M.Pc) , así 

como por la utilizaci6n de inhibidores de la fosfodiesterasa del 

AMPc (efectos) que son similares a eventos f isiol6gicos observados 

en condiciones naturales en el espermatozoide, 

Las funciones espermáticas asociadas con cambios en el conte­

nido de AMPc intracelular que se han descrito son: 

l. la maduraci6n de los espermatozoides en el epidídimo 

2. la movilidad espermática 

3. el metabolismo espermatico 

4. la capacitaci6n 

5. la reacci6n acrosomal 

La maduraci6n de los espermatozoides en el epidídimo. 

Hoskins y col, (1974), demostraron que las concentraciones de 

AMPc de los espermatozoides de bovino se incrementan durante el paso 

de los gametos de la cabeza a la cuada del epidídirno; l\mann y col. 

(1982) encontraron los mismos resultados en carnero. Por otra parte, 

se ha sugerido que el AMPc es uno de los factores requeridos por el 

espermatozoide para que pueda adquirir la capacidad de moverse en 

forma progresiva (Hoskins y col,, 1974; Garbera y Kopf; 1980; 

l\mann y col., 19821 Tash y col,, 1982, 1984; Noland y col., 1984). 

Morisawa y Okuno (1982) sugieren que el AMPc induce la maduraci6n 

del axonema espermatico de trucha para que el gameto pueda iniciar 

su movilidad; así mismo, Treeptipsatit y Chulavatnatol (1982) 

utilizando espermatozoides de epidídimo de rata, encontraron que 

el aparato m6vil espermático es funcionalmente sensible al ATP y 

al AMPc. Estos resultados sugieren que el AMPc se requiere para 
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la maduraci6n de los gametos en el epidídimo. 

La movilidad espermática, 

La participaci6n del AMPc en la regulaci6n de la movilidad de 

los espermatozoides maduros ha sido bien estudiada, Garbers y col. 

(1971) indicaron que la movilidad de los espermatozoides de la 

cauda del epidídimo es estimulada por varios inhibidores de fosfo­

diesterasas de nuc1e6tidos cíclicos, Estudios subsecuentes han 

demostrado efectos estimulatorios similares tanto por inhibidores de 

fosfodiesterasas como por análogos del AMPc, en espermatozoides de 

la cauda del epidídimo o eyaculados de varias especies de mamíferos 

(Garbers y Kopf 1 1980; Bellvé y O 1B):lien, 1983; ·Tash y Means, 1983; 

Jiang y col., 1984), 

Aparentemente tanto la intensidad de la movilidad (evaluada por 

criterios subjetivos o por determinaciones más cuantitativas tales 

como la frecuencia de agitación del flagelo), como el número de 

espermatozoides móviles son aumentados por estos tratamientos 

(Lindeman, 1978; Tash y Means, 1982; Treetipsatit y Chulavatnatol, 

1982; 'ieung, 1984). 

Aunque se ha sugerido que el AMPc puede actuar directamente en 

el aparato m6vil para estimular la movilidad esperm~tica (Lindeman, 

1978; Tash y Means, 1982) 1 el l\MPc marcado no se ~ne al axonema 

pero sí se asocia a componentes de peso molecular elevado en el 

citosol (Lindeman y col,, 1981), Ha~ evidencias que indican que la 

acci6n del AMPc en la regulaci6n de la movilidad espermática es via 
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fosforilación de proteínas especificas (Tash y Means, 1983; Tash y 

col., 1984; Noland y col., l9B4f Horowitz y col. 1 1984); no obstante 

que Tash y Means (1982) identificaron a la subunidad alfa de tubulina 

como la prote1na fosforilada por cinasas de proteínas dependientes 

de AMPc, en espermatozoides eyaculados de perro, aun no se ha 

aclarado si la fosforilación del axonema está verdaderamente 

implicada en la regulación de la movilidad del espermatozoide vta 

AMPc. 

Por otra parte, es posible que las proteínas fosforiladas por 

cinasas dependientes de AMPc, tanto en membrana plasmática como en 

citosol, participen en ~ecanismos que regulan la movilidad espermá­

tica (Noland y col., 1984; Yeung, 1984), 

El metabolismo espermático, 

Los espermatozoides de mamífero poseen una vía glucolítica 

activa (Mann y Lutwak-Mann, 1981), y pueden mantener su viabilidad 

en presencia de substratos glucolisables, bajo condiciones tanto 

aer6bicas como anaeróbicas, Los espermatozoides de varias especies 

de mamíferos utilizan fosfol!pidos (plasmal6genos) 1 como substratos 

end6genos secundarios para obtener energía (Garbers y Kopf, 1980; 

Mann y Lutwak-Mann, 1981¡ Storey y Keyhani, 1974; Takei y col., 

1984); los fosfoltpidos no sirven como substrato celular directo 

para su oxidación por la mitocondria, deben ser hidrolizados a 

'ácidos grasos libres y ~espu~s convertidos a ~steres de carnitina, 

los cuales s1 son substratos directos para la beta~o~idaci6n 
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mitocondrial (Storey y Keyhani, 1974) • 

El gluc6geno está en muy bajas concentraciones, o no existe 

en los espermatozoides, y no hay evidencias de que contengan una 

v1a gluconeog~nica activa; la glucosa es utilizada preferentemente 

como substrato, aunque en plasma seminal la fuente de energ1a 

ex6gena primaria, que utilizan, sea la fructosa (Mann y 1utwak-Mann, 

1961). 

Los espermatozoides de mam1fero tambi~n utilizan una variedad 

de aminoácidos para la producci6n de energ1a; oxidativamente los 

desaminan; y contienen actividad de transaminasa; la oxidación de 

aminoácidos parece ser limitada y no se acompaña de aumento subs­

tancial en la velocidad respiratoria. 

En el espermatozoide maduro, las v1as metab6licas biosint~ticas 

están esencialmente ausentes aunque se ha comunicado la incorpora­

ci6n, relativamente baja, de aminoácidos marcados a proteínas 

mitocondriales (Preckurnar y Bhargava, 1972; MGjica, 1979); asi 

mismo, se ha señalado la s1ntesis de RNA y la actividad de RNA­

polimerasa, tanto en la región nuc1ear como en la mitocondrial 

(Garbers y Kopf, 1980). El ATP espermático es sintetizado como 

en otras c~lulas, y se utiliza principalmente para el transporte 

de iones y la movilidad celular (Mann y Lutwak-Mann, 1981). 

En presencia de substratos ex6genos, la respiraci6n de los 

espermatozoides de mamífero puede ser estimulada por inhibidores 

de fosfodiesterasas de nucle6tidos cíclicos, AMPc ex6geno, o 
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dibutiril-AMPc (Garbers y col., 1971; Hicks y co1, 1 1972; Li 1 

1972). Las concentraciones de ATP disminuyen t.iarcadamente en 

respuesta a las metilxantinas o AMPc ex6geno (Garbers y col., 

1971¡ Frenkel y col., 1973), As1 mismo, los inhibidores de 

fosfodiesteras~s, el AMPc o sus an~logos estimulan la gluc6lisis 

espermática (Frenkel y col., 1973¡ Hoskins y col,, 1973). 

Hasta ahora, no se ha aclarado si esta estimulaci6n del metabo­

lismo espermático es debida a la estimulaci6n primaria de la movi­

lidad a la estimulaci6n directa de la actividad de las enzimas 

metab6licas, o bien a un efecto dual del AMPc, estimulando tanto 

metabolismo como movilidad, en forma directa o independiente. 

Los datos obtenidos por diferentes laboratorios sugieren que el 

AMPc no estimula el metabolismo espermático end6geno de lfpidos 

(Garbers y col,, 1971; Garbers y Kopf, 1980). 

La capacitaci6n espermática. 

Ver antecedentes específicos, 

La reacci6n acrosomal. 

Cornett y Meizel (1977 1 1978) encontraron que los agonistas 

alfa- y beta-adrenérgicos (catecolaminas) estimulan la reacci6n 

acrosomal de los espermatozoides de hámster, as! como su habilidad 

fertilizante. Aunque no se ha comunicado que los agonistas alfa­

y beta-adrenérgicos tengan algún efecto en las concentraciones de 

AMPc espermático (Garbers y Kopf, 1980; Clegg, 1983); Mrsny y 

Heizel (1979, 1980) reprodujeron los efectos de las catecolaminas 
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utilizando teofilina y dibutiril-AMPc, 

También se ha comunicado que el 8-Br-AMPc y otros inhibidores 

de fosfodiesterasas aceleran la capacitaci6n y/o la apa:rici6n de la 

reacci6n acrosomal de los espermatozoides de cuyo (Hyne y Garbers, 

1979). En contraste, Rogers y García (1979) mostraron que el 

dibutiril-AMPc y varias metilxantinas inhiben la reacci6n acrosomal 

de los espermatozoides de cuyo y de hámster, Fraser (1981) encontr6 

que el dibutiril-AMPc por sí solo, en concentraciones milimolares, 

no aumenta la pérdida del acrosoma de los espermatozoides de rat6n, 

pero que s1 es requerido para que ésta se presente, 

Por otra parte, Mrsny y Meizel (1980) encontraron que cantidades 

micromolares de dibutiril-AMPc estimulaban la pérdida del acrosoma 

y alteraban el patr6n de movilidad de los espermatozoides de hámster. 

Parece ser que el AMPc sólo no induce la reacci6n acrosomal, ya que 

al adicionar 8-Br-AMPc a espermatozoides capacitados, en un medio 

sin Ca +2, ~stos no sufren !.a :reacci6n acrosomal (Hyne y Garbers, 

1979). Esto sugiere que el A,MPc, bajo co~diciones determinadas, 

puede interrelacionarse con el metabolismo, el Ca+ 2 y la reacción 

acrosomal (Garbers y Kopf, 1980), 

Los mecanismos específicos por los cuales el AMPc podría 

participar en la estimulaci6n de la reacci6n acrosomal aun no se han 

esclarecido; Meizel (1978) sugiere que algunas enzimas tipo proteasa, 

fosfatasa y fosfolipasa podrían ser modificadas en forma importante 

para la inducci6n de la reacci6n acrosomal, La polimerizaci6n de 
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la actina y la formaci6n de microf ilamentos también se sugiere que 

sean sitios potenciales de acci6n del AMPc; Peterson y col., (1978) 

describieron la forrnaci6n de microfilamentos, inducida por el 

dibutiril-AMPc y el Ca+ 2, en el ~rea acrosomal del espermatozoide 

del cerdo; por otra parte, Stambaugh y Smith (1978) observaron 

elementos similares en la membrana acrosomal de los espermatozoides 

de conejo y mono. 
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ANTECEDENTES ESPECIFICO$ 

El AMPc y la capacltaclón eópe~m~t~ca 

Se ha descrito que ocurre un incremento en la respiraci6n, la 

gluc6lisis y la movilidad durante el período de capacitaci6n de los 

espermatozoides, Tarnbi~n se ha comunicado que los nucle6tidos 

ctclicos y los inhibidores de la PD, inducen efectos estimulantes 

en los mismos procesos, De ésto se ha sugerido la participaci6n 

de los nucle6tidos ctclicos en el proceso de la capacitaci6n (Rogers 

y col., 1971; Hicks y col., 1972; Hoskins, 1973; Hoskins y col., 

1975). 

Por otra parte, s6lo los espermatozoides que han sufrido la RA 

son capaces de fertilizar al 6vulo 1 y s6lo los espermatozoides 

capacitados pueden sufrir la RA. A su vez, se ha encontrado un 

efecto positivo del AMPc sobre la presentación de la RA y la 

adquisición de la habilidad fertilizante de los espermatozoides de 

varias especies de mamíferos: cerdo, conejo, cuyo, hámster, humano, 

primate, rata, ratón, toro y otras (Rosado y col., 1974; Toyoda y 

Chang, 1974; Peterson y col., 1978, 1979; Fraser, 1979, 1981; Hyne y 

Garbers, 19791 Mrsny y Meizel, 1980; Perreault y Rogers, 1982; Chan 

y col., 1983), En base a ello, los diversos investigadores, han 

sugerido que el efecto positivo del AMPc ex6geno, sus análogos 

(Dibutiril-AMPc, 8-Br-AMPc) y de los inhibidores de la PD, sobre los 

eventos señalados, puede deberse a que se disminuye el tiempo 
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requerido por los gametos para su capacitaci6n, 

Sin embargo, en la literatura encontramos resultados contra­

dictorios, As1, Rogers y Garc1a (1979) muestran que si al medio de 

incubación de los espermatozoides se les añade dibutiril-AMPc 'o un 

inhibidor de PD 1 la presentación de la RA y la adquisición de la 

habilidad fertilizante se inhiben, tanto en los espermatozoides de 

cuyo como en los de h~ster, y sugirieron que el AMPc podr1a estar 

inhibiendo la capacitación esperm4tica, As! mismo, Rogers y Garc1a 

(1979) encontraron que por la presencia de imidazol (activador de 

PD) en el medio de incubación, la proporción de los espermatozoides 

que sufren la RA es aumentada significativamente1 y, sugirieron que 

la reducci6n del nivel de AMPc intraesperm~tico podr1a ser una parte 

de los mecanismos de la capacitaci6n, de la RA o de ambas. 

Los datos que señalan, en una forma un tanto más directa, la 

posible participaci6n del AMPc en el proceso de capacitaci6n son los 

de Morton y Albagli (1973), Berger y Clegg (1977, 1983) y los de 

Stein y Fraser (1984), quienes trabajando con espermatozoides de 

h!mster, cerdo y rat6n (respectivamente), encontraron que: bajo 

condiciones tanto in vivo como in vit~o, que producen espermatozoides 

capacitados; la actividad de la adenilato ciclasa se incrementa, lo 

que sugiere que existe una mayor disponibilidad de AMPc durante la 

capacitación. 

Para valorar la funci6n del AMPc en la capacitación espermática, 

la t~cnica mgs utilizada ha sido la de adicionar AMPc, análogos de 
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éste más permeables, o bien inhibidores de PD, al medio de incuba­

ci6n de los gametos y después determinar algún parámetro indicativo 

de la capacitación de los mismos, como la RA o la fertilización. 

S6lo algunos autores han determinado los niveles de AMPc intra­

espermático, durante la capacitaci6n (Cascieri y col., 1976; Hyne y 

Garbera, 1979; Perreault y Rogers, 1982; Stein y Fraser, 1984), de 

ellos Hyne y Garbers (1979) y Moreno (1985) han sido los únicos 

autores, que encontramos, que lo han hecho en los espermatozoides 

de cuyo, 

Hyne y Garbers (1979) observaron un incremento substancial y 
1 

transitorio de los niveles intracelulares del nucle6tido ciclico, 

dentro de los primeros 30 seg de iniciada la incubaci6n de los 

gametos en un medio con Ca+ 2• Mientras que, en ausencia del cati6n 

divalente, el contenido de AMPc s6lo se increment6 en baja propor­

ci6n al tiempo señalado, En el trabajo de Hyne y Garbers (1979) se 

puede notar que aun cuando se presenta una elevación del contenido 

intracelular de ~Pe, a los 30 seg de incubación de los espermato­

zoides en el medio mínimo de cultivo, los gametos requirieron de 1.0 

a 1.5 horas para capacitarse en presencia de ca+2, mientras que en 

su ausencia, con una menor elevaci6n inicial del nivel intra-

espermático de AMPc, s61o requirieron de 0.5 a 1.0 horas. Sin 

embargo, cuan~o al medio de incubación sin Ca+ 2 le añadieron 1-metil~ 

3-isobutilxantina u 8-Br-AMPc, se ¡:edujo considerablemente el tiempo 

de capacitaci6n. Los autores basados en los altimos resultados 
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sugirieron que e1 ~1Pc tenía un efecto estimulante sobre el proceso 

de capa~itaci6n espermática, Hay que señalar que bajo estas Oltimas 

condiciones de incubación, los espermatozoides estuvieron bajo 

condiciones que, probablemente, mantuvieron un nivel elevado de AMPc 

durante más tiempo, situaci6n que no parece ocurrir en condiciones 

normales (Perreault y Rogers, 1982; Stein y Fraser, 1984). 

Por otra parte, en nuestro laboratorio se han obtenido datos 

preliminares en los que se observa que los espermatozoides de cuyo 

preincubados durante peri6dos cortos (5 min), en el medio de Tyrode; 

cuya composici6n es semejante a la del medio de Biggers, uno de los 

medios utilizados por Hyne y Garbers (1979); expresan la RA al ser 

transferidos al medio MCM, lo que sugiere que estos gametos se 

capacitan en ese peri6do de preincubación. Mientras que los gametos 

preincubados, durante el mismo período de tiempo, en MCM, no expresan 

la RA, dentro de los primeros 15 min de ser tran~feridos al medio 

MCM. 

Hyne y Garbers (1979) concluyeron que el tiempo de capacitaci6n 

de los espermatozoides de cuyo no dependía del nivel de AMPc alcan­

zado al inicio de su incubaci6n, Dado que los espermatozoides 

incubados en el medio de Biggers -que incrementaron su contenido de 

AMPc (dentro de los primeros 30 seg) dos veces más, que cuando 

fueron incubados en MCM,expresaban la RA hasta despu~s de 8 horas 

de iniciada la incubaci6n, mientras que en el medio MCM la expre­

saban despu~s de una hora de incubaci6n. 
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La aparici6n tard1a de la RA de los gametos incubados en el 

medio de Biggers, podr1a atribuirse al efecto propuesto para la 

glucosa (Majica y Valdes, 1983) 1 sobre la inhibici6n de la expre­

sión de RA en los espermatozoides capacitados. Mdjica y Valdes, 

(1983), muestran que los espermatozoides de cuyo se capacitan en 

el medio de Tyrode, adicionado de glucosa, en sólo 90 min de incu­

baci6n. Tomando estos datos en conjunto, consideramos que las 

condiciones utilizadas por Hyne y Garbera (1979), para analizar la 

capacitación espermática, pudieron no ser las adecuadas. 

Moreno (1985) determinó que el contenido de AMPc intracelular, 

se eleva transitoriamente al inicio de la incubación (30 seg) de los 

espermatozoides de cuyo en el medio MCM; dato que concuerda con las 

observaciones de Hyne y Garbers· (1979). Además, encontró que por la 

presencia de glucosa en el medio de incubaci.6n, los espermatozoides 

producen un nivel de AMPc significativamente mayor, que el observado 

en los espermatozoides incubados en el medio sin el carbohidrato. 

As1 mismo, observ6 que el contenido de AMPc intraespermático cae a 

un nivel cercano al basal y permanece esencialmente constante 

durante los siguientes 30 min de incubaci6n, tanto en el medio MCM 

solo como en el MCM adicionado de glucosa. 

Concretando~ La glucosa induce un incremento inicial de AMPc 

intraespermático mayor (Moreno, 1985); el medio de Tyrode adicionado 

de glucosa es un medio óptimo para la capacitaci6n temprana de los 

espermatozoides de cuyo (MGjica y Valdes, 1983); por otra parte, a 
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excepci6n del incremento de ,A,MPc al inicio de la i~cubaci6n capa­

citan te (Hyne y Garbers, 1979; More.no, 1985) / la con.centraci6n de 

AMPc intraespermático permanece esencialmente constante durante el 

período de la capacitaci6n (Hyne y,Garbers, 1979; Perreault y 

Rogers, 19821 Stein y Fraser, 1984; Moreno, 1985), 

Las observaciones que citamos podrían sugerir que el contenido 

inicial de AMPc de los espermatozoides in!luye en la duraci6n de la 

capacitaci6n de los mismos; a su vez nos permiten plantearnos el 

objetivo del presente trabajo. 
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OBJETIVO 

Determinar si existe alguna relaci6n entre el contenido de AMPc 

intraespermático, que se alcanza al inicio de la incubaci6n y la 

capacitaci6n del espermatozoide de cuyo. 

Para llevar a cabo ~ste, se fijaron los siguientes objetivos 

particulares: 

l. Determinar el contenido basal de AMPc de los espermatozoides 

de cuyo 

2. Determinar el contenido de AMPc intracelular al inicio de 
• 

la incubaci6n de los gametos en los medi~s capacitantes 

seleccionados 

J. Incubar a los espermatozoides en varios medios definidos, 

durante 5 min y transferir inmediatamente después al medio 

m!nimo de cultivo, para valorar la expresi6n de la reacci6n 

acrosomal como criterio indicativo de la capacitaci6n 

4. Relacionar el contenido de AMPc intraesperrnático, encontrado 

al inicio de la incubación, con el tiempo de capacitaci6n 

y el comportamiento de los espermatozoides 
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MATERIA.I. Y fo!ETODOS 

React~voa 

Los reactivos utilizados en el presente trabajo que se describen 

a continuaci6n fueron de grado analltico y se obtuvieron de las 

casas comerciales que se indican: acetona, citrato de sodio, dextrosa, 

formaldehido, sal dis6dica del !cido etilendiaminotreacAtico (EDTA), 

CaC1 2, HCl, KCl, KH2Po4, MgC12, NaCl 1 NaHC03, NaH2Po4, Na2HP0 4 e 

NaOH de J,T. Baker de M~xico1 !cido 14ctico, bromuro de cetil 

trimetil amonio (CTAB), 2-desoxi-D-glucosa, 6,7-dimetoxi­

veratrilisoquinolina (papaverina), DL-ditiotreitol (DTT), imidazol, 

piruvato de sodio, trizma-base y trizma-HCl, de Sigma Chemical Co., 

u.s.A.; lauril sulfato de sodio (SOS), de BDH Chemical Ltd., 

England; Triton X-100, de BDH Chemical Ltd,, U.S,A.; pentobarbital 

s6dico (Anestesal), de Smith Kline de M~xico; sacarosa, de Schwarz/ 

Mann, U.S.A.; bromuro de Cellex-T de Bio-Rad Lab., U.S.A.; juego de 

reactivos para la determinaci6n de AMP clclico, de Amersham 

International, Ple,, U,K.; Insta Gel, de United Technologies Packard, 

U.S.A. 

Medioa de incubaci6n 

Los medios base de incubaci6n que fueron utilizados en el 

presente trabajo se muestran en la tabla l. 

En los experimentos diseñados para inducir niveles bajos de 

AMPc intraespermáticos, se utiliz6 el medio de incubaci6n MCM 
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(base) adicionado de; sacaros~ (210,16 mM ~ 204.60 mM), para 

substituir al NaCl, en MCM-base y en MCM-9lucosa 1 ~espect,i.vamente; 

(Moreno, 1985); imidazol (7,0 mM) (Rogers y García, 1979); citrato 

de sodio (10,0 mM) (Haesungcharerm y Chulavatnatol, 1978); o, 

2-desoxi-D-glucosa (5.56 mM) (MGj,i.ca y Moreno, comunicación 

personal), 



Medio 

NaCl-NaHC03 

NaCl-NaHCO 3-EDTA 

MCM 

TYRODE 
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TABLA 1 

MEDIOS DE INCUBACION 

Referencia 

Moreno (1985) 

Barros (1974) 

Composici6n* 

Nacl, 128,93; NallX)3, 25.07 

NaCl, 128.93; NallX)3' 25.07; 

IDrA, 0.0123 

Nacl, 105,08; cac12, 1.71; 

NalD)3, 25.07; piruvato de 

sodio 0.25; .!leido Uctioo, 20.0 

Rogers y Yanagimachi Nacl, 122.29; .KCl, 2.8; cac12, 

(1975) l,B; NaH:zP04, 0,36; M:;JC12, 

0.49; NaHXl3' 11.9; piruvato 

de sodio, 0.25; ácido l~ioo, 

20,0 

*La concentraci6n de los componentes esta dada en mM. El pH de los 
medios se ajust6, con NaOH y HCl 2.0 M1 a 7.8; el del Tyrode a 7.6 

**Todos los medios de incubaci6n se ensayaron solos y adicionados 
de glucosa (5.58 mM) y/o papaverina (5.0 µM), Para mantener la 
osmolarid~d en ellos, el equivalente de la concentración de las 
especies .ii.6nicas adicionadas se rest6 de la concentraci6n de NaCl 
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Obtenci6n de lo6 e6pe4matozoide6 

Las muestras esperm&ticas fueron obtenidas de los conductos 

deferentes de cuyos (Cav¡a po4cella) adultos, en un peso no menor 

de 650 g. Cada cuyo fue anestesiado por la administraci6n, vía 

intraperitoneal, de 50 mg de pentobarbital s6dico por kg de peso. 

Ya anestesiados, se les rasur6 la parte abdominal, desde la última 

costilla hasta la bolsa escrotálica; a continuaci6n se les practic6 

una incisi6n cefalopodal, en la línea sagital, hasta alcanzar la 

cavidad visceral, Localizados los testículos, se procedi6 a elimi­

nar los ligamentos que los mantienen unidos a la regi6n pübica; 

cortando el músculo gobernaculum, que est& unido a la cola del 

epidídimo, así corno el músculo mesentérico y el cuerpo graso, en su 

porci6n más alejada del testículo, y extrayendo cada testículo, se 

logr6 descubrir completamente a los conductos deferentes. Uniendo 

ambos testículos, tensando los conductos deferentes y pinzándolos, 

se cortaron ambos conductos en la porci6n más pr6xima a su uni6n 

con la vesícula seminal, Cada conducto fue ligado por el lado 

proximal al extremo pinzado y enseguida fue colocado en soluci6n 

salina fisiol6gica (NaCl 154 mM), mantenida a 37ºC en un baño de 

agua. Posteriormente, se disec6 cada conducto deferente, cuidando 

de no permitir ni su desecaci6n ni su enfriamiento, dándoles baños 

espaciados en la soluci6n salina fisiol6gica (37 ºC). Una vez 

limpios, a cada conducto se le practic6 una incisi6n, muy cerca del 

extremo ligado, por la cual se le introdujo una cánula; después de 

cortar el extremo opuesto del conducto, en la uni6n con la cabeza 
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del epid1dimo, Los espermatozoides se expulsaron fuera del con­

ducto por la inyecci6n de 2 ml de soluci6n de NaCl 154 l11M (a 37 ºC), 

por medio de la c~nula; la suspensi6n esperm!tica se coloc6 en un 

tubo de ensayo (de vidrio), previamente calentado a 37 ºC en el 

baño de agua, Las muestras esperm!ticas se colocaron en el baño de 

agua a 37 ºC y bajo atm6sfera de aire hasta el lavado de los gametos. 

Lavado de lo6 e6pe~matozoide6 

De las suspensiones esperm!ticas reci~n extraidas, se tomaron 

muestras allcuotas y se observaron al microscopio de luz (Carl 

Zeiss, Mod. Docuval; Germany), para seleccionar a aquellas utiliza­

bles para los ensayos. Solamente se estudiaron las muestras esper­

m!ticas que presentaron gametos con buena movilidad, formando 

empalizadasi y con un escaso namero de espermatozoides muertos 

(con y sin acrosoma inm6viles), ademas de una contaminaci6n baja 

por otro tipo de c~lulas (menos del 0.1%), Las muestras seleccio­

nadas se centrifugaron a 600 x g durante 4 min (ROTO-UNI II, 

Ultracom), a temperatura ambiente, Se les retir6 el liquido sobre­

nadante y, a la pastilla celular de cada conducto se le resuspendi6 

en 1 ml de solución salina a 37 ºC, Todas las suspensiones espermA­

ticas se mezclaron, La suspensión celular resultante se centrifug6 

nuevamente, en las condiciones arriba señaladas, Se desech~ el 

sobrenadante y, la pastilla celular fue resuspendida utilizando 1 ml 

de soluci6n salina a 37 ºC por espei:matozoides provenientes de cada 

conducto deferente utilizado. De esta suspensi6n se tom6 una 
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muestra alícuota para determinar su concentraci6n espermática, como 

se describe a continuaci6n. 

Para determinar la concentraci6n de espermatozoides, se tom6 

una muestra alícuota de 50 µl de la suspensi6n de gametos lavados 

y se diluy6 21 veces en una solución de Triton X-100 al 0,1% en 

?BS (PBS: Na2HP04, 5.68 mMt KH2Po 4, 4,26 mM; NaC1 1 132.44 mM). La 

suspensión resultante se mezc16 utilizando un v6rtex (Lab-Line 

Instrumenta Inc. 1 u.s,A.), El número de espermatozoides se deter-

min6 utilizando una cámara Neubauer, La concentración espermática, 
1 

en la susperisi6n celular original, se valor6 por medio de la 

relación: 

N X D X 1000 
H =E~ 

donde: 

N = número de espermatozoides en 0,1 mm3 de la cámara de 

Neubauer 

D = dilución de la muestra (21) 

H altura de la c~ara de Neubauer (0,1 mm) 

ECM = nGmero de espermatozoides en 1.0 cm3 

La suspensión de espermatozoides lavados se fraccion6 en tubos 

de ensayo (de vidrio) precalentados a 37 ºC, El volumen de las 
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fracciones var i6 d.e 1. O a 2. O ml, d.ependiendo d.el nl1mex-o de 

espermatozoides obtenidos en la muestra total y de las condiciones 

de cada experimento en particular, Cada fracci6n de suspensi6n 

espermática se centrifug6 a 600 x g durante 4 min, a temperatura 

ambiente. Los sobrenadantes fueron desechados y, cada pastilla 

espermática fue resuspendida en el medio de incubaci6n apropiado 

(según el experimento a realizar), en un volumen suficiente para 

obtener una concentraci6n final de 35 x 106 células por ml de medio 

de incubaci6n, La incubaci6n de los gametos se realiz6 en baño de 

agua a 37 ºC y bajo atm6sf~ra de aire, A los 15 y 30 seg de ini­

ciada la incubaci6n se tomaron muestras al!cuotas, de cada suspen­

si6n espermática, para determinar el contenido de AMPc intracelular, 

como se indicará posteriormente. A diversos tiem~os de incubaci6n 

se observaron al microscopio de luz (de 80 a 300 X) pequeñas muestras 

~l!cuotas, para valorar el comportamiento y viabilidad de los gametos 

incubados. 

Para determinar si los espermatozoides incubados en un medio 

dado se capacitaban en un per!odo de 5, 30 y 60 min. muestras 

alícuotas de 0.3 a 0.5 ml de cada una de las suspensiones esperm~­

ticas incubadas se tomaron a los tiempos señalados, para valorar la 

capacitaci6n por la presentaci6n de la RA (Mújica y Vald~s, 1983). 

Para ello cada muestra al!cuota fue centrifugada a 600 x g durante 

4 min a temperatura ambiente y, el sobrenadante de cada muestra fue 
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substituido por un volumen sint~lar de medio de incubaci6n MCM (a 

37 ºC), Al proceso de substituir el medio de incubaci6n original 

de cada muestra esperm11tica por MCM fresco, se le denomin6 como 

"transferencia" y, a las muestras as! tratadas se denominaron 

como "muestras transferidas", Los espermatozoides resuspendidos en 

MCM fueron regresados inmediatamente al baño de agua a 37 ºC. La 

presentaci6n de la RA se valor6 dentro de los primeros 15 min de 

iniciada la transferencia de los gametos. 

La RA se valor6 tanto cualitativa como cuantitativamente. La 

determinaci6n cualitativa se realiz6 por observaci6n al microscopio ' 

de luz, en pequeñas muestras al!quotas, la presencia de espermato-

zoides sin acrosoma, muy activos en su movimiento y con una agita-

ci6n vigorosa, en forma de látigo, de su flagelo (Yanagimachi y Usui, 

1974). La valoraci6n cuantitativa de la RA se realiz6 determinando 

el porcentaje de espermatozoides carentes de acrosoma, en muestras 

al!cuotas de 50 ~l fijadas en formaldehido al 3,0% en PBS, tanto al 

inicio de la transferencia a MCM (t
0

) como a los 15 min de transcu­

rrida (t15¡, El porcentaje de RA de cada muestra fijada se deterrnin6 

por el conteo de no menos de 200 gametos, en una cámara de Neubauer, 

utilizando la relaci6n: 

% RA ESA 
NTE x 100 

donde: % RA por ciento de reacci6n acrosomal, de cada muestra 

fijada (t
0 

6 t 15 l 

ESA = nl1mero de espermatozoides sin acrosoma 
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NTE == nlimero total de espermatozoides contados 

El porcentaje de RA de cada muestra experimental cor~espondi6 

a la diferencia: 

Ve.tetLm.i..nac..i..6n de c.onten.ldo de AMPc. .i..nt11.ae1.pe1r.md'.t.lc.o 

Para valorar el contenido de AMPc intracelular alcanzado por 

los espermatozoides al inicio de la incubaci6n, se extrajeron 

muestras al!cuotas de 0.9 ml, de cada suspensi6n espermática, a 

los 15 y 30 seg de iniciada la incubaci6n en los diferentes medios 

ensayados. Cada muestra extra!da se colect6 en un microtubo de 

ensayo Eppendorf (Brinkman Instruments, Inc., U.S.A.), y a los 

tiempos señalados se congel6 en un baño de hielo seco-acetona (-70ºC) • 

A cada muestra congelada se le añadieron 0.1 ml de un amortiguador 

compuesto por trizma 200 mM-EDTA 40 mM, pH 7,6, Para liberar el 

contenido intracelular de los gametos congelados, las muestras 

fueron sometidas a cinco ciclos de congelamiento-descongelamiento, 

rápidos, utilizando el baño de hielo seco-acetona y un baño de agua 

a ebullici6n 1 respectivamente, Las suspensiones resultantes fueron 

centrifugadas a 12 000 x g en una microcentr!fuga (Centrifuge 5412, 

mod. Eppendorf; Eppendorf Geratebau Netheler + Hinz GmbH, W.G.) 1 

durante 10 min 1 a temperatura ambiente, Del sobrenadante de cada 

muestra se retiraron 0,9 ml y se colocaron en un microtubo de 

ensayo Eppendorf que fue congelado en el baño de hielo seco-acetona; 
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estas muestras fueron liofi),izadas (liofilizad.ora Virtis, The 

Virtis Co. 1 rnc., IJ.S,A.), y se almacenaron a 4 ºC hasta determinar 

su contenido de A.M?c. La pastilla celular se procesó, como se 

indicará después, para cuantificar el número de espermatozoides por 

su absorbancia a 260 nm, 

Las muestras liofilizadas se reconstituyeron con 200 µl de un 

amortiguador compuesto por trizma 20 m.M-EDTA 4 mM, pH 7.6, en el 

mismo microtubo de ensayo. Las muestras control (medio de incuba­

ci6n sin c~lulas) se procesaron de la misma manera. El AMPc se 

cuantific6 por duplicado, en 50 µl de cada muestra reconstituida, 

utilizando el sistema de análisis de Amersham, modificado por 

Pollard y Weingrand (1976), para AM.Pc en extractos crudos. Este 

sistema de análisis se basa en la competencia entre P.MPc no marcado 

(de la muestra analizada o de un est1indar externo) y una cantidad 

fija del mismo compuesto marcado con tritio ([B-3HJ adenos1n 

3,5-monofosfato ciclico), para unirse a una prote1na, la cual tiene 

una elevada especificidad y afinidad por el AMPc. La cantidad 

formada del complejo proteina-(B-3H)AMPc es inversa a la cantidad de 

AMPc no marcado presente en la muestra analizada. Este sistema de 

análisis para cuantificar al AMPc proporciona una curva de calibra­

ción lineal, con un ltmite minimo de detecci6n de o.os picomolas de 

AMPc, y es útil para cuantificar J\.MJ?c en un rango de 0,2 a 16.D 

picomolas por muestra (4 a 320 pmol/ml de extracto analizado). 

El sistema de análisis para AMPc de Amersham involucra la 

separación del complejo prote1na-AMPc (marcado o no), del nucleo-
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tido no unido (marcado o no), por medio de la adsorci6n del 

nucle6tido libre en carbón activado, seguido de centrifugaci6n y 

recuperación del sobrenadante. Pallara y Weingrand (1976) modifi­

caron este paso, substituyéndolo por una cromatograf!a en bromuro 

de Cellex-T. 

El procedimiento general de la determinaci6n es como sigue. 

De cada muestra reconstituida se tomaron SO µl, por duplicado, y 

se colocaron en microtubos de ensayo Eppendorf, en un baño de hielo­

agua (O ºC) • A cada muestra se le agregaron SO µl de (S-3H)AMPc 

(O.SO µCi), más 100 µl de prote!na enlazante de AMPc, La mezcla 

se homogeneizó durante 10 seg en un v6rtex y se mantuvo a 4 ºC (sin 

sacarse del baño de hielo-agua), durante dos horas. Una vez alcanza­

do el equilibrio de la reacción, se le agregaron 300 µl de una sus-

pensión de bromuro de Cellex-T al 2% (p/v) en trizma 10 mM, pH 7.4, 

a cada una de las mezclas de reacci6n, y se dejó incubar durante S 

min en el mismo baño de hielo-agua para proceder a realizar la sepa­

ración del AMPc marcado, por medio de una columna de afinidad. El 

contenido de cada microtubo se ensayo se transfirió a una columna de 

vidrio (de 19 cm de largo y 0,S cm de radio; taller CINVESTAV-IPN) 1 

la cual conten!a un tapón de fibra de vidrio (Owens-Corning Fiber­

glass co., u.s,A.), en su extremo inferior, la transferencia de la 

muestra a la columna se realizó cuantitativamente mediante el 

lavado del microtubo de ensayo con cinco volúmenes de 1 ml de 

soluci6n de trizma 10 mM 1 pH 7,4 1 cada vez. Este proceso a su vez pexmi-

ti6 el lavaeo de la ooluraia oon la oonsiguiente elim.i.naci6n de parte. del nuclet5-

tick:r no unido a la prote!na retenida en la resina. Pa.ra eliminar toc:\o el nucle6tido 
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libre se lav6 la columna con 5 ml más del amortiguador de trizma 10 

mM, pH 7.4, Los eluatos de los lavados se colectaron en viales para 

su eliminación, El (S-3H)l\MPc formando complejo con la proteina, 

retenido en la columna, se eluy6 con 3 ml de soluci6n de sos al 

1% (p/v) en agua bidestilada; los eluatos se recolectaron en viales 

limpios. A cada eluato se le adicionaron 10 ml de Insta Gel y se 

homogeneiz6 perfectamente la mezcla con la ayuda de un v6rtex. La 

cantidad de cuentas por minuto (cpm) de cada muestra se determin6 

en un contador de centelleo l!quido (TRI-CARB 460C, Liquid 

Scintillation System; Packard Instruments, Inc., U.S.A.). Cada 

muestra fue contada dos veces durante 4 min. 

En cada determinaci6n se incluy6 una curva patr6n de calibra­

ci6n (Fig. 4), trazada de la siguiente manera. De un estándar de 

AMPc (1600 pmol/ml), se hicieron diluciones en 0.5 ml de trizma 20 

mM-EDTA 4 mM, pH 7.6, para obtener las siguientes concentraciones 

de Al-l,Pc estandar; o, 0,25, o.s, l,O, 2.0 1 4,0, B.O y 16.0 pmol/50 

µl. De cada diluci6n se tomaron 50 µl (por duplicado) y se procesa-

ron como si fueran una muestra coman experimental, 

Los cálculos se realizaron de la siguiente manera; 

a. Se determin6 el valor promedio de las cuentas por minuto 

(cpm) de cada pareja de muestras 

b. Se rest6 el valor promedio de cpm del blanco (SO µl de 

(B-3H)AMPc; 150 µl de trizma 20 mM-EDTA 4 rnM 1 pH 7,6; 

300 µl de bromuro de Cellex-T al 2% (p/vl en trizma 10 rnM, 

pH 7,4; y procesado normalmente), a cada valor promedio 
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de las muestras tanto para determinar, as! el valor real 

del promedio de cpm de las muestras, correspondientes a la 

cur.va patr6n, como de las problema experimentales. Aqu!, 

definimos Co como el punto de la curva en el cual se 

elim.in6 el AMPc est!ndar (obteni~ndose con ello, el valor, 

en cpm, de la uni6n máxima de (8-3H)AMPc con la proteína, 

ya que no compite con el AMPc sin marca)¡ y a ex como el 

valor de cpm obtenido en cualquier muestra experimental 

incluyendo los puntos de la curva patr6n. 

c. Se calcul6 el valor d3 la relaci6n Co/Cx, para cada 

concentraci6n de AMPc estándar y para las muestras 

analizadas. 

d. Se traz6 la curva patr6n, graficando la concentraci6n de 

AMPc estándar en el eje de las abscisas, y el valor de la 

relaci6n Co/Cx en el eje de las ordenadas, 

e. Interpolando el valor de Co/Cx, de cada muestra analizada, 

en la curva patr6n se determin6 la concentraci6n de AMPc 

en los 50 µl de muestra que se analizaron. 

f. El contenido de AMPc en la muestra total (0,9 ml) se 

determin6 al multiplicar el valor obtenido en (e.) los 50 

µl de muestra por la dilución (40/9) de la muestra esperm~-

tica analizada, 

g, Se relacion6 la cantidad de AMPc de cada muestra analizada 

con el número de espermatozoides de la misma y se expres6 

como: pmolas de AMPc en 1 x 107 espermatozoides, 
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8 12 16 
AMPc ( pmolos/tubo) 

~.lg. 4. Cu1t.va ef..tdnda.11., 11.epll.eHnta...t.lva., de .ea. de.te11.m.lnac.ldn. de 

AMP clcl.lco. La valoraci6n del contenido de AMPc de una 

muestra dada, se basa, en la competencia entre una can­

tidad fija (16 picomolas/ml, con 0,5 µCi) de AMPc-(S-H3) 

y cantidades conocidas de AMPc (O, 0.25, 0.5 1 1, 2, 4, 8 y 

16 picomolas/tubo 1 denominadas Cx) 1 por unirse a una 

prote1na de alta afinidad por el nucle6tido, El valor de 

Co indica la unión máxima que tiene la proteína con el 

AMPc-(B-H3) en ausencia de AMPc sin marca, 
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Los datos mostrados en resultados indican, el valor promedio de 

las determinaciones de AMPc intraespermático realizadas a 15 y 30 

seg de iniciada la incubación de los gametos, en los medios señala­

dos. 

Cuantióicación del núme~o de e&pe~matozoide& po~ &u ab&o~banc~a a 

260 nm 

Para cuantificar el número de espermatozoides de las muestras 

en las cuales se determin6 el contenido de AMPc intracelular, se 

sigui6 la metodología de M6jica y Moreno (en preparación), basada 

en la cuantificaci6n de la absorbancia a 260 nm de las muestras 

espermáticas, solubilizadas diferencialmente por el m€todo de 

Hernández-Montes y col., (1973). 

El procedimiento general es como sigue: 

La pastilla celular obtenida de cada muestra procesada para 

determinar el contenido de AMPc intraespermático (como se indic6 

anteriormente), se disgreg6 utilizando una varilla de vidrio. A 

continuación se le agregaron 100 µl de una soluci6n de DTT 9 mM 

en trizma 50 mM, pH 9. Cada muestra se mezcló con la ayuda de la 

varilla de vidrio, la cual al momento de su retiro se lav6 con 

100 µl más de la misma soluci6n de DTT, sobre la muestra. Oespu~s 

de 20 min, a cada muestra se le adicionaron 100 µl de una soluci6n 

de CTAB al 5% (p/v) en agua bidestilada, la mezcla resultante se 

homogeneizó con ayuda de un v6rtex. Despu~s de dejar actuar al 

CTAB por un periodo de 15 min, cada muestra fue centrifugada a 
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15 ooo x g durante 10 min, se desecharon 200 µl del sobre~a~ante 

de cada muestra y, a la fracción restante se le adicionare~ 200 

µl de una solución de SOS al 10% (p/v) en agua bidestilada, y 200 

µl de agua bidestilada; despu~s de ésto, cada muestra fue sonicada 

durante 1 min a B watts (Sonifier Cell Disruptor B~30; Bronson 

Sonic Power Co., p.s.A.). De cada muestra sonicada se tomaron 

0.4 ml y se mezclaron con 1.6 ml de PBS utilizando un v6rtex. Se 

determin6 la absorbancia a 260 nm (Spectrophotometer Gilford 250; 

Gilford Instruments Lab. Inc., U,S.A.), de cada muestra. 

Para determinar el nó.mero de espermatozoides, de cada muestra 

analizada; el valor de su absorbancia a 260 nm se multiplic6 por 

dos (dilución realizada), y el valor resultante se interpoló, por 

medio de la ecuaci6n de una funci6n lineal (y= mX +a), en la 

curva patrón obtenida por R,A, Moreno (1985) Fi.g, 5, 

Los resultados obtenidos fueron sometidos a la prueba de "t" 

de Student para datos no pareados (Spieguel, 1961); se utiliz6 

la prueba de una cola para darle el valor a la significancia de 

los resultados, En la determinación del contenido de A.MPc 

intraespermático, la curva patrón se someti6 a la prueba de 

regresi6n lineal por el m~todo de m1nimos cuadrados (Spieguel, 

1961), Los resultados expresan el valor de la media aritm~tica 

± la desviaciOn estándar y, entre paréntesis, el nümero de 

experimentos realizados. 
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F.lg. 5. Co11.1r.eta.c..l6n ent11.e .ea. c.onc.en.tlta.c..i.6n de 11úc.eeo<1 e~pettmát.<.c.06 

IJ <1u a.b6011.ba.nc.i.a. a. 260 nm, Los espermatozoides lavados 

en NaCl (154 mM) 1 fueron resuspendidos en MCM (O) o en 

MCM con glucosa (e) a una concentraci6n de 35 x 10 6 cé-

lulas por ml, De esta suspen.si6n. se tomaron vollimenes 

crecientes (de O .1 a O, 9 ml) a los que se les añadieron 

0.1 ml de trizma 200 mM-EDTA 40 mM 1 pH 7,4, y MCM o MCM 

con glucosa, suficiente para completar a 1 ml el volúmen 

final de cada muestra. De estas suspensiones se tomaron 

50 µl para valorar la concentración celular de cada mue~­

tra, por medio de la cániara Neubauer 1 que se muestra en 

el eje de las abscisas. La fracción remanente (0.9 ml) fue 

tratada con DTT-CTAB y. los núcleos obtenidos fueron solu-

bilizados en sos y posteriormente se sonicaron, De la so-

luci6n final se tomaron muestras alícuotas de O .2 ml y se 

diluyeron con o.a ml de PBS, para determinar su absorbancia 

a 260 nm, La curva se traz6 por el m~todo de los mínimos 

cuadrados. El coeficiente de la recta obtenida fue de 

O. 98, de 48 muestras proven.ientes de 5 experimentos (Tomada 

de Moreno, 1985). 
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RESULTA.DOS 

Contenldo de AMPc en loa e&petmatozolde6 Aeel«n obtenldoa, en lo6 

lavado6 y en loi lneubado6 po4 un tlempo eoAto, en NaCl 

Los espermatozoides del cuyo estra!dos de los conductos defe­

rentes, lavados e incubados (37°C) en NaCl 154 mM, hasta por una 

hora, no se alteran de manera visible ni se capacitan (Vald~s, 1981). 

La soluci6n de NaCl (154 mM) se utiliz6 como medio de 

incubaci6n de los gametos, para determinarles su contenido basal de 

AMPc. La cuantificaci6n del nucle6tido se realiz6: en los gametos 

recién obtenidos, en los lavados una y dos veces, así como, en los 

incubados a 37ºC durante: 15 1 30 y 60 seg y por 2 y 5 min. 

La concentraci6n de AMPc tendío a disminuir por efecto del 

lavado, así como durante los primeros 15 seg de iniciada la 

incubaci6n de las células; pero, el AMPc se mantuvo a nivel más 

o menos estable, desde los 15 seg hasta los 5 min del inicio de la 

incubaci6n. Este valor de AMPc se denomin6 "contenido basal" y 

no fue significativamente diferente del determinado en los gametos 

recién obtenidos, ni del de los espermatozoides lavados una o dos 

veces (tabla 2). 

Movllldad de loa e6pe4matozoidea, dukante au manejo en MaCl 

Los espermatozoides al ser extraídos con NaCl de los conductos 

deferentes, inician su movimiento, en forma paulatina, hasta 

alcanzar un nivel m~ximo en los primeros 5 1 , Posteriormente el 



TABLA 2 

Variaci6n del contenido de AMP
0 

intraespermático a partir de 

la extracci6n, el lavado y la incubaci6n de las c6lulas en 

Condici6n de los 
espermatozoides 

, Reci~ extraic'bs del epid!clino 

Lavados (IX) 

Lavados (2X) 

Incubados** 
15" 
30" 
1' 
2' 
5'* 

NaCl 154 mM 

AMPc 
(picomolas/10 7 espermatozoides) 

4. 41 

5.87 

3.83 

2.69 
2,09 
1.88 
1.55 
2. 72 + 1.23 (7) 

*Este valor se tom6 como el contenido basal de AMPc intra­
espermAtico, se indica el valor de la media aritmetica t 
desviaci6n estándar (ntlmero de experimentos) 

**Los gametos, extraídos y lavados (2X), se incu~aron (37°C) 
en NaCl 154 mM, a una concentraci6n de 35 x 10 espermato­
zoides/rol. Se valor6 el contenido intracelular de AMP

0 a los tiempos señalados. 
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movimiento disminuye con cada lavado, llegando a la inmovilidad 

total (en la poblaci6n espermática completa) al cabo de 5-15 min 

de iniciada su incubación, o sea, 45-50 min a partir de la 

extracci6n. Los espermatozoides irun6viles permanecen en agrupa­

ciones caracter1sticas, es decir, en empalizadas de más de 3 

espermatozoides o bien ~stas unidas cabeza a cabeza, formando 

pequeñas rosetas. 

Relaci6n ent4e el contenido de AMPc int~acelula4 y la capac~tac~6n 

e4pe4m~tlca en MCM o en MCM-gluco4a 

a) Concentración de AMPc al inicio de la incubaci6n de los 

espermatozoides. Los espermatozoides de cuyo, extraídos 

de los conductos deferentes y lavados, como se indica en 

M~todos, fueron incubados (37°C) en el medio MCM, o en 

MCM adicionado de glucosa 5.56 rnM (MCMG). El contenido 

intracelular de AMPc aurnent6, en forma significativa 

(p < 0.001) con respecto al basal (Tablas 2 y 3), tanto a 

los 15 seg corno a los 30 seg de iniciada la incubaci6n en 

MCM, y en MCMG. 

Los niveles intracelulares de AMPc, cuantificados en los 

espermatozoides al inicio de su incubaci6n (15 y 30 seg) 

en el medio MCM, fueron significativamente menores 

(p < O.OS), que los alcanzados por los gametos incubados 

en el medio MCM adicionado de glucosa (tabla 3) • La 

presencia del carbohidrato en el medio de cultivo estimul6 
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aun más la sintesis de AMPc en el espermatozoide. 

b) Efecto de la incubación durante 5 min en el medio MCM y 

en MCMG sobre la capacitación espermática. 

Los espermatozoides se incubaron por el tiempo y en los 

medios antes· señalados y bajo las condiciones indicadas 

en Métodos, Al finalizar el periodo de incubación, las 

células se centrifugaron y se transfirieron a MCM, donde se 

valoró la R,A, 1 tanto cualitativa como cuantitativamente, 

como medida de la capacitación espermática. 

Se encontró que 5 min de incubación en MCM o en MCMG, fue­

ron suficientes para que una pequeña proporción de la 

población espermática expresara la R.A., ésto es, la 

presencia de espermatozoides sin acrosoma y con movimiento 

activado dentro de los primeros 15 min de ser transferidos 

a MCM, La determinación cuantitativa del número de 

espermatozoides capacitados, valorada por el porcentaje 

de la población espermática que sufri6 la R.A. (t15-t
0
), 

no mostr6 diferencia significativa en la proporción de 

gametos que se capacitaron en uno u otro medio de incuba­

ción, a pesar de que el contenido intracelular de AMPc 

fue mayor en los espermatozoides incubados, en el medio 

con el carbohidrato, 

c) Efecto de la incubaci6n en MCM y en MCMG sobre la movilidad 

espermática, 
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En cada experimento muestras al1cuotas de las diferentes 

incubaciones espermáticas fueron retiradas a diferentes 

tiempos y observadas al microscopio para valorar el 

comportamiento de los gametos a lo largo de la incubación, 

que se prolongó hasta por un lapso de una hora. 

Los espermatozoides incubados en MCM presentaron buena 

movilidad desde el inicio de la incubaci6n 1 con una 

ondulaci6n suave de su flagelor de su agrupaci6n inicial 

formando empalizadas de 3 o m4s espermatozoides, pasaron a 

formar rosetas y grumos de tamaño variable que gradualmente 

se disgregaron y 1 generalmente antes de una hora de iil­

cubación, el namero de gametos nadando solos, con un 

movimiento flagelar muy activo (en forma semejante al 

movimiento de un látigo) 1 con y sin acrosoma, era muy 

aparente, tal como lo describieron Yanagirnachi y Usui 

(1974) 1 en la presentaci6n de la R.A. fisiol6gica o "verda­

dera". La presencia de la glucosa en el medio de incuba­

ción, cambió el movimiento ondulante del flagelo, de los 

espermatozoides incubados en MCM 1 a un movimiento fren~tico 

de vibración, que se mantuvo desde el inicio de la incuba­

ci6n y a lo largo de ella y aun lo conservaron los gametos 

transferidos al MCM. La glucosa tambi~n alter6 ligeramente 

el patrón de agrupaci6n celular, predominando las 

asociaciones espermáticas en foi:ma de grwnos de diferente 
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tamaño; as1 mismo, la p¡;esen.cia del carbohidrato inhibi6 

la presentaci6n de la R,A. en las muestras control (no 

transferidas a MCM) • 

d) Efecto de la papaverina sobre la elevaci6n de AMPc y 

sobre el comportamiento de los espermatozoides incubados 

en MCM y en MCMG. 

En los resultados mostrados en la tabla 3 se puede observar 

que, la concentraci6n intracelular de AMPc, que se alcanz6 

al inicio de la incubaci6n de los espermatozoides de MCMG, 

en comparaci6n con los n.iveles en MCM, no tuvo relaci6n 

aparente con la proporci6n de gametos capacitados en 5 min 

de incubaci6n. Por tal motivo, se decidi6 utilizar a un 

inhibidor de fosfodiesterasa de nucle6tidos c1clicos, la 

papaverina, a una concentraci6n final de 5 µM, para tratar 

de dilucidar el posible efecto del AMPc intracelular sobre 

el tiempo de capacitaci6n, al aumentar el nivel del 

nucle6tido por retardo en su degradaci6n. 

El contenido intracelular de AMPc en los espermatozoides 

incubados en el' medio MCM, se increment6 significativamente 

(p < 0.005) por la presencia de la papaverina, dentro de 

los primeros 30 seg de iniciada la incubaci6n; lo mismo 

ocurri6 en los gametos incubados en MCM adicionado de 

glucosa y papaverina (p < 0,005), en relaci6n a sus 

respectivos controles. No obstante la amplificaci6n del 

efecto del medio capacitante, en el nivel intracelular de 
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AMPc, inducida por la papaverina, la proporci6n de la 

poblaci6n espermática que se capacit6 en 5 min de 

incubaci6n, tanto en MCM como en MCMG, no fue significati­

vamente diferente de la proporci6n de espermatozoides 

capacitados en ausencia del inhibidor indicado; ya que, 

el número de gametos que expresaron la R.A. al ser trans­

feridos al MCM, no fue significativamente diferente entre 

un nivel dado de AMPc intracelular y otro. Por otra 

parte, la presencia de la papaverina, en el medio sin o 

con glucosa, indujo una disminuci6n en la movilidad 

esperm~tica, la cual tend16 a ser menor conforme se 

prolongaba la incubaci6n, aunque la glucosa sigui6 indu­

ciendo un movimiento de.vibraci6n y sigui6 inhibiendo la 

presentación de la R.A, 

Relac.i6n ent4e el contenido de AMPc. int4a.c.elulan y la c.a.pa.c.itac.i6n 

e6pe4miftlca en TyMde o en Ty4ode-gluc.o6a. 

a) Concentraci6n de AMPc al inicio de la incubaci6n de los 

espermatozoides. 

Los espermatozoides de cuyo extraídos de los conductos 

deferentes y lavados como se indica en M~todos, e incuba­

dos a 37°C en el medio de Tyrode solo o adicionado de 

glucosa, incrementaron su contenido de AMPc intracelular 

de manera significativa (p < 0.001, para ambos medios), 

con respecto a su contenido basal (Tablas 2 y 4), dentro 

de los primeros 30 seg de iniciada su incubación. 



TABLA 3 

Relaci6n entre el con ten.ido inicial de AMP c intraesperm&tico y el 

ndmero de espermatozoides que se capacitan en 5 min 

de incubaci6n en MCM como medio base 

Nedio de .AMP ** R.A.*** 
incubaci6n* (picomolas/107 eipermatozoides) (•) 

MCM 10.69 + 3.60 (29) 13.6 + 4.5 (28) 

MCM-glucosa 18.54 + 9.87 8) 16.9 + 9_,9 8) 

MCM-papaverina 52.29 + 11. 91 4) 14,6 ± 0.5 4) 

MCM-glucosa~papaverina 63.81 + 26.77 6) 12,8 ± 8.4 6) 

*Los espermatozoides se incubaron a 37ºC en loa medios señalados, a una 
éoncentraci6n de 35 x 106 cdlulas/ml, A concentraci6n final de la glucosa 
fue de 5,56 mM, y la de la papaverina de 5 µM 

**La valoraci6n del AMPc se realiz6 a los 15 y 30 1eg de iniciada la 
incubaci6n. Los valores mostrados en la tabla indican la media aritmdtica 
de las dos determinaciones ± la desviaci6n est&ndar, (nQmero de experimen­
tos). 

***A los 5 min de iniciada la incubaci6n de cada medio ae tomaron muestras 
alicuotas, se centrifugaron y el paquete celular se resuependi6 en "CM 
donde se valor6 la R.A, como se indica en M8todos, 

-.J 
U1 
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Los niveles intracelulares de AMPc que alcanzaron los 

espermatozoides incubados en el medio de Tyrode 1 al inicio 

de la incubaci6n 1 no fueron significativamente diferentes 

de los niveles del nucle6tido determinados en los gametos 

incubados en el medio de Ty~ode 1 adicionado de glucosa 

(Tabla 411 no obstante, existi6 una tendencia a ser mayor 

el contenido intraesperm!tico del nucle6tido en los 

espermatozoides mantenidos en este ültimo medio. 

Por otra parte, el contenido intracelular de AMPc tendi6 

a ser menor, aunque no significativamente diferente, en los 

espermatozoides incubados en el medio de Tyrode solo o 

adicionado de glucosa, que en los gametos incubados en MCM 

o en MCMG (Tablas 3 y 4), 

b) Efecto de la incubaci6n durante 5 min en Tyrode y en 

Tyrode-glucosa, sobre la capacitaci6n esperm4tica. 

Al cuantificar el número de espermatozoides capacitados 

en 5 min de incubaci6n (como se describi6 en M~todos), 

valorando tanto cualitativa como cuantitativamente la 

presentaci6n de la R.A. no se encontr6 diferencia signifi­

cativa entre la pro;:>orci6n de espermatozoides que se 

capacitaron en el medio de Tyrode y en la encontrada en el 

medio Tyrode-glucosa (Tabla 4). Cabe hacer notar, que los 

niveles intracelulares de AMPc fueron muy similares en los 

espermatozoides incubados en ambos medios. 
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Por otra parte, el nlim,ero de gametos capacitados en Tyrode 

solo o con glucosa, fue similar al determinado en MCM y 

MCMG, en per!odos cortos de incubación. 

c) Efecto de la incubación en Tyrode y en Tyrode-glucosa sobre 

la movilidad esperm~tica. 

Desde el inicio de la in.cubación en el mecUo de Tyrocle 1 los 

espermatozoides presentaron muy buena movilidad, con una 

ondulación de su flagelo más vigorosa que la descrita en 

MCM; la formación de rosetas y grumos de diverso tamaño 

(a partir de las empalizadas iniciales), fue ligeramente 

m~s rápida que ~n MCM, La presencia de espermatozoides 

sueltos durante la incubación en Tyrode, fue similar a la 

observada en MCM, mientras que en Tyrode-glucosa fue menor. 

La R.A. fisiológica,valorada cualitativamente, fue muy 

similar a la obtenida en MCM, en el medio de Tyrode, pero 

en presencia de glucosa fue inhibida como en MCMG; as! 

mismo, la hexosa cambió el patrón, de movimiento y el de 

asociación de los gametos, siendo muy similar al señalado 

en MCMG. 

d) Efecto de la papaverina sobre la elevación de J\,MPc y sobre 

la capacitación de los espermatozoides incubados en Tyrode 

y en Tyrode-glucosa. La papaverina incrementó significa­

tivamente los niveles intracelulares de AMPc en los 

espermatozoides incubados en el medio de Tyrode 1 tanto en 
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ausencia (p <O.OS), como en presencia de 9lucosa (p < 

o.OS) (Tabla 4). La adici6n de la papaverina al medio 

de Tyrode hizo m~s evidente el efecto estimulatorio de la 

glucosa sobre la s1ntesis de AMPc en el espermatozoide. 

La proporci6n de la poblaci6n espermática que se capacit6 

en 5 min de incubaci6n en el medio de Tyrode solo o con 

glucosa, no fue significativamente diferente de la propor­

ci6n capacitada en ambos medios adicionados de papaverina, 

no obstante el gran nivel de AMPc inducido en los gametos, 

sobre todo en presencia de la glucosa. 

Al comparar el porcentaje de espermatozoides que present6 

la R,A, por su incubaci6n en Tyrode-papaverina y posterior 

transferencia a MCM, con el porcentaje determinado en los 

espermatozoides incubados en Tyrode-9lucosa-papaverina 

(Tabla 4), se observa una mayor capacitaci6n en este altimo 

medio, pero ésto no es concluyente (dado el namero de 

experimentos), 

La papaverina indujo una menor movilidad de los gametos 

incubados en ambos medios; as1 mismo, indujo un patr6n de 

agrupaci6n en el que predominaron los grumos de tamaño 

variado, sin por ello alterar la expresi6n de la reacci6n 

acrosornal en los espe:r:matozoides incubados en Tyrode¡ ni la 

rn.ovilidad característica inducida por la glucosa, Así 

mismo, no alter6 el efecto de la glucosa en la expresi6n 

tardía de la R.A., en los espermatozoides no transferidos. 



r:rABLA 4 

Relaci6n entre el contenido inicial de AMPc intraespermático y el nOmero 

de espermatozoides que se capacitan en 5 min de incubaci6n 

en tyrode como medio base 

Medio de AMP H c R.A.*'* 

incubación t:eicomolas/10 7 es:eermatozoides) (%) 

Tyrode 9.47 + 3.44 (7) 15.8 + 4.3 

Tyrode-glucosa 10.28 + 5,46 (7) 16.3 + 5.9 

Tyrode-papaverina 58,54 (2) 8.1 

Tyrode-glucosa-papaverina 144.09 (2) 19.9 

*I..os espermatozoides se igcubaron a 37ºC en los medios señalados, a una 
concentración de 35 x 10 c~lulas/ml. La concentraci6n final de la 
glucosa fue de 5.56 mM, y la de la papaverina de 5 µM. 

(6) 

(7) 

(2) 

(2) 

**La valoración de AMPc se realiz6 a los 15 y 30 seg de iniciada la 
incubación. Los valores mostrados en ¡a tabla indican la media 
aritm6tica de las dos determinaciones - la desviación estándar, (nGmero 
de experimentos) . 

***A los 5 min de iniciada la incubación se tomaron muestras alícuotas de 
las diferentes suspensiones, y el paquete celular se resuspendió en MCM. 
donde se valoro a RA 

-..J 
\O 
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E6ecto de la ca4encia de Ca+ 2, e" el medio de incubaciOn de LQ6 

e6pe4matozoide6, 60b4e 6u n.ivel .ln,t4acelulM de AMPc y el núme4o 

de gameto6 que 6e capacLtan en 5 m.in de .incubac.ifo, en au6enc.la de 

6Ub6t4ato6 ex6geno6 y en p4e6enc.ia de gluco6a y/o papave4.ina 

Se ha descrito un. papel positivo del Ca +2 en la producci6n 

intracelular de AMPc en los espermatozoides de cuyo, mantenidos en 

condiciones capacitantesi as1 mismo, se ha señalado un papel posi-

tivo del nucle6tido en la capacitaci6n esperm!tica, Pero, por otra 

parte, se ha encontrado que no es esencial la presencia del cati6n 

divalente en el medio de incubaci6n para que los espermatozoides se 

capaciten. Esta ambiguedad de resultados, nos condujo a probar el 

efecto de la carencia qe Ca+2 en.el medio de incubación, sobre la 

producción de AMPc intracelular, con el objeto de obtener más 

evidencias sobre el papel d.el nucle6tido en el proceso de la capa­

citaci6n esperm~tica. 

a) Contenido de AMPc al inicio de la incubación de los esper-

matozoides en NaCl-HaHco3 y en NaCl-NaHC03-glucosa, 

La incubaci6n (37°C) de los espermatozoides de cuyo 

(como se indica en M~todos), en una solución de NaCl-NaHco3 

indujo un incremento significativo en su contenido interno 

de AMPc, tanto en ausencia (p < 0.001) como en presencia de 

glucosa (p < 0,001) con respecto al basal, dentro de los 

primeros 30 seg de iniciada la incubación (Tablas 2 y 5) • 

Los niveles intracelulares de AMPc de los gametos incubados 
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en el medio NaCl-NaílC03 , no fueron significativamente 

diferentes de los encontrados en los espermatozoides 

incubados en NaCl-NaHco3 adicionado de glucosa, en periodos 

cortos de incubaci6n (15 y 30 seg) (Tabla 5) • 

1 · d +2 1 d' d · b Por otra parte, a carencia e Ca en e me io e incu a-

ci6n no parece afectar la producci6n de AMPc en los gametos, 

ya que el contenido int~acelular del nucle6tido fue muy 

similar en los es~ermatozoides incubados, en un medio con 

Ca+2 o sin ~l (compárese el nivel intracelular de AMPc de 

los espermatozoides incubados en los medios: MCM, Tyrode 

y NaCl-NaHC03 ; Tablas 3 1 4 y 5). 

b) Efecto de la incubaci6n durante 5 min en el medio NaCl­

NaHC03 y en NaCl-NaHC03 ~glucosa sobre la capacitaci6n 

esperm.§tica. 

La incubaci6n de los espermatozoides, durante 5 min, en el 

medio NaCl-NaHC03 solo o con glucosa, indujo la capacita­

ci6n de una pequeña proporci6n de la poblaci6n esperm.§tica 

(Tabla 5). La presencia de glucosa en el medio no indujo 

una diferencia significativa, en el número de gametos 

capacitados en relaci6n a su control. 

Por otra parte, la poblaci6n esperm.§tica capacitada por 

incubac'i6n corta en los medios carentes de Ca +2 
1 no fue 

significativamente diferente de la poblaci6n celular 

capacitada en los medios suplementados con el catión 
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divalente (Tabla 5 vs 3 y 4) • 

c) Efecto de la incubaci6n en NaCl-NaHco3 y en NaCl-NaHC03 -

glucosa sobre la movilidad espermática. 

Los espermatozoides incubados en NaCl-NaHco3 se inmovili­

zaron gradualmente, llegando a la inmovilidad total (de la 

poblaci6n completa) en un periodo de 10-15 min de incuba­

ci6n. Las agrupaciones iniciales, empalizadas de 3 o más 

c~lulas, formaron .rosetas pequeñas, que no se disgregaron 

en el transcurso de la incubaci6n y no se observ6 R.A. 

fisiol6gica dentro de una hora de incubaciOn (control) • La 

presencia de la glucosa alter6 el patr6n de movilidad y de 

asociaci6n de los gametos, en forma similar a la descrita 

en MCMG y en Tyrode~glucosa; as! mismo, la hexosa mantuvo 

inhibida la R.A. en las muestras control (seguidas hasta 

por una hora), 

d) Efecto de ia papaverina sobre la elevaci6n de AMPc y sobre 

el comportamiento de los gametos incubados en NaCl-NaHco3 
y en NaCl-NaHco3-glucosa. Como puede verse en la tabla 5, 

en la incubaci6n de los espermatozoides en los medios 

carentes de Ca+ 2, la adici6n de papaverina no les indujo 

un mayor aumento en el nivel intracelular de AMPc, 

comparado con los niveles determinados en los gametos 

incubados, en uno u otro medio sin la papaverina. 

El porcentaje de la poblaci6n espermática que se capacit6 

en 5 min de incubaci6n, en el medio NaCl-NaHco3 .... glucosa-
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papaverina fue significptivamente mayor (p < 0.05), que 

el determinado en los medios NaCl-NaHC03, con glucosa o 

con papaverina, sin que el contenido de AMPc intraespermá-

tico fuese diferente entre ellos. 

Por otra parte, la papaverina estimuló la inmovilizaci6n 

de los espermatozoides incubados en NaCl-NaHco3 y disminu­

yó la movilidad de los gametos mantenidos en NaCl-NaHC03-

glucosa; pero no alter6 el efecto del carbohidrato sobre 

la expresi6n de la R.A. durante la incubaci6n prolongada. 

E6ecto de adlci6n de un quelante de·ca+ 2 al medio de incubacL6n 

de LQ6 eape4matozoidea, 6Qb4e Ju nivel inicial de AMPc inte4nc y 

aob4e el ndme~o de gametoa que ae capacitan en 5 min de incubaci6n, 

en auaencia de aubat4atoa ex6genoa y en p4e6encia de glucoaa y/o 

papave4ina 

Los reactivos anal!ticos utilizados para preparar los medios 

de incubaci6n contenían calcio como contaminante, a una concen-

tración final calculada de 2,45 µM, cantidad que podría estar 

ejerciendo alg~n efecto sobre la producci6n de AMPc intraespermático. 

Por ello, se decidió utilizar a un agente quelante, que eliminara 

este Ca+ 2 contaminante; utilizamos a la sal dis6dica del §cido 

etilen~iaminotetrac~tico (EDTA), a una concentraci6n de 12.25 µM 
+2 (5-veces la concentración de Ca contaminante); para poder obser-

var el efecto de la carencia de cati6n divalente, en el medio de 

incubación, sobre la producción de A.MPc intraespermático y sobre la 

capacitación de los gametos de cuyo. 
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.. 
TABLA 5 

Efecto de la carencia de calcio sobre el contenido inicial de AMPc 

intraesperm~tico y el nlllnero de espermatozoides que se capacitan 

en 5 min de incubaci6n 

Jl.Ml?c R.A.*** 
Medio de* (piCXllDlas/10 7 

(%) 
incubac:i& espennatozoides l 

NaCl-Na00:>3 10.39 ± 3.23 (7) 12.2 ! 3.6 

NaCl-Nalll>3-gluoosa 10.89 ± 5,06 (6) 10.0 ± 3.4 

NaC1-Na00)
3
-papaverina 9.90 ± 5,90 (3) 13.3 ! 2.1 

NaCl-Nalll)3-glucosa-papaverina 11.81 ± B. 76 (3) 19.2 ± 2.9 

(7) 

(6) 

(3) 

(3) 

*Los espermatozoides se incubaron bajo las condiciones descritas en 
Métodos. La concentraci6n final de la glucosa fue de 5,56 mM y la 
de la papaverina de 5 µM. 

**La valoraci6n del AMPc se realiz6 a los 15 y 30 seg de iniciada la 
incubaci6n. Los valores rnoftrados representan la media aritm~tica 
de las dos determinaciones - la desviaci6n estSndar (ntbnero de 
experimentos), 

***A los 5 min de incubaci6n, se tornaron muestras al!cuotas de cada 
incubaci6n y se realiz6 la valoraci6n de la R,A,, com.o se 
describi6 en Métodos, 
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a) Contenido inicial de AMJ?c de los espermatozoides incubados 

en NaCl-NaHC03-EDTA ';/ en NaCl-NaHC03-EDTA-glucosa. 

Los espermatozoides de cuyo, al ser incubados a 37°C en 

el medio NaC1-NaHco3-EPTA (como se indica en M~todos), 

incrementaron significativamente su contenido interno de 

AMPc, tanto en ausencia (p < 0.001) como en presencia 

(p < 0.001) de glucosa, con respecto al basal (Tablas 2 y 6), 

en períodos cortos de incubaci6n (15 y 30 seg) • 

La presencia de glucosa ~n el medio de incubaci6n de los 

gametos, NaCl-NaHco3-E.DT.A, no increment6 significativamente 

el nivel de .AMPc intraespermático inducido por el medio 

(Tabla 6). No obstante, existi6 una tendencia a ser mayor 

el contenido del nucle6tido, cuando las células se incuba­

ron en el medio con el carbohidrato. 

La carencia absoluta de ca+ 2 externo no pareci6 alterar 

significativamente la producci6n intraespermática de AMPc, 

ya que el contenido del nucle6tido fue muy similar entre 

los espermatozoides incubados en los medios que conten1an 

ca2+; 1.81 mM (Tyrode y Tyrode-glucosa), 1.17 mM (MCM y 

MCMG) y 2.45 µM (NaCl-NaHC03 y NaCl-NaHC03-glucosa) y en 

los incubados en ausencia total de Ca+ 2 externo (NaCl-

NaHC03-EDT.A y NaCl-NaHC03EDTA-glucosa) 

b) Efecto de la incubación durante 5 min en el medio Nacl-

NaHC03-EDT.A y NaCl-N.aHco3-EDTA-glucosa sobre la capacita-
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ci6n esperrnatica. 

una pequeña proporción de la poblaci6n espermatica se 

capacitó en 5 min de incubaci6n en el medio totalmente 
+2 carente de ca externo, tanto en ausencia de substratos 

ex6genos, como en presencia de glucosa (Tabla 6), El 

nG.mero de gametos capacitados en el medio NaC1-NaHco3-EDTA, 

no fue significativamente diferente del obtenido al 

incubar a los gametos en el medio con glucosa, aunque los 

espermatozoides incubados en este ~ltimo medio tendieron 

a incrementar más su contenido de AMPc. 

Así mismo, la falta total de Ca+ 2 externo, en el medio de 

incubaci6n, no alteró significativamente el ~orcentaje de 

espermatozoides capacitados en 5 min (Tabla 6 vs. 3, 4 y 5). 

c) Efecto de la incubaci6n en NaCl-NaHco3-EDTA y NaCl-NaHco3-

EDTA-glucosa sobre la movilidad espermática. 

Los espermatozoides incubados en NaCl-NaHC03-EDTA se inmo­

vilizaron gradualmente, dentro de los primeros 10-15 min 

de incubaci6n. Se conservo el patrón de asociación descri­

to en la soluci6n de NaCl (empalizadas de 3 o más esperma­

tozoides y rosetas pequeñas); y no se observ6 R.A, fisio­

lógica en una hora de incubaci6n (muestras control). Los 

gametos incubados en el medio adicionado de glucosa, man-

tuvieron buena movilidad, de tipo vibracional, durante 

todo el período de incubación y aun al ser transferidos a 

MCM (para valorar la presentación de la R.A,) í las empali-
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zadas iniciales se asociaron formando rosetas y grumos de 

diversos tamaños. La hexosa conserv6 su efecto inhibitorio 

sobre la expresi6n de la R.~. en las muestras control, 

seguidas hasta por una hora. 

d) Efecto de la papaverina sobre el contenido de A.MPc y sobre 

el comportamiento de los espermatozoides incubados en NaCl-

NaHCo3-EDTA y NaCl-NaHC03-EDTA-glucosa, 

La adici6n de papaverina al medio de incubaci6n totalmente 

carente de ca+ 2, con o sin glucosa no indujo un mayor 

incremento en el contenido de At-IPc intracelular, dentro de 

los primeros 30 seg de incubaci6n de los espermatozoides 

(Tabla 6) 1 comparado con los inducidos en los gametos 

incubados en ambos medios sin el inhibidor. Aunque, parece 

existir una tendencia a ser mayor el contenido de AMPc, en 

los espermatozoides incubados en los medios con la papave-

rina. 

La proporci6n de la poblaci6n esperm&tica capacitada en 5 

min de incubaci6n, en los medios sin Ca+ 2 externo adicio-

nados de papaverina, tendi6 a ser mayor en ambos, al igual 

que el contenido de AMPc, pero solo fue significativamente 

mayor en el medio carente de substratos (p < O.OS). 

Por otra parte, la papaverina indujo un patr6n de movilidad 

y de asociaci6n, en los gametos incubados en ambos medios, 

muy similar al descrito en los incubados en los medios 

con Ca+ 2 contaminante. No se observ6 R,A, en las muestras 
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TMLA 6 

Efe~to de la adici6n de un quelante de calcio al medio de incubación, 

sobre el contenido inicial de AMPc intraespermático y el ntbnero de 

espermatozoides que se capacitan en 5 min de incubación 

llMPc** R.A.*** Millo de (pirooolas/10 7 
(%) 

incubaci6n* espennatozoidesl 

NaCl-NallD3-mrA 8.77 ± 2.91 (7) 11.3 ± 3.9 (7) 

NaCl-Nalll)3-mrA-qluoosa 12,58 ± 4.18 (7) 9.7 ± 4.2 (7) 

NaCl-NaH:D3-mrA-papaverina 15.17 (2) 18.2 (2) 

NaCl-NaH:D3-mrA-qlucosa-papaverina 19,28 (2) 17.8 (2) 

*Los espermatozoides se incubaron bajo las condiciones descritas 
en M~todos, La concentraci6n final del EDTA, la glucosa y la 
papaverina fue de 12.25 µM, 5.56 mM y 5 µM, respectivamente. 

**El contenido de AMPc intraesperm6tico se valor6 a los 15 y 30 
seg de iniciada la incubaci6n. Los valores ~ostrados indican la 
media aritm~tica de las dos determinaciones - la desviaci6n 
estándar (número de experimentos), 

***A los 5 min de incubaci6n se tomaron muestras alícuotas de cada 
incubaci6n y se realiz6 la valoraci6n de la R,A, 
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espermáticas incub~das hasta por una hora, en ambos 

medios. 

Contenido ~nieiat de AMPc intti.ae4peti.m~tico y po4ible ti.elaci6n eon el 

namMo de gameto& que 4e capaeitan a di6eti.en.te& .tiempo& de úicuba-

ci6n en MCM y MCMG 

Como podr1a caber la posibilidad de que, el efecto del nucle6-

tido c1clico en el proceso de capacitaci6n no se hiciera aparente 

en la poblaci6n espermática, que manifiesta tal estado fisiol6gico 

(expresi6n de la R.A.) en per1odos cortos de incubaci6n, se decidi6 

prolongar el tiempo de la incubaci6n, para tratar de identificar 
1 

alguna relaci6n entre el nivel de 1\MPc y la capacitaci6n de los 

espermatozoides. 

Como indican los resultados mostrados en la tabla 7, los esper­

matozoides de cuyo incubados en el medio MCM o MCMG (bajo las con-

diciones indicadas en Métodos), incrementaron significativamente su 

contenido de AMPc (p < 0.001, para ambos medios), con respecto al 

basal. Por otra parte, la proporci6n de la poblaci6n espermática 

que se capacit6, tanto en ausencia como en presencia de glucosa, 

no fue significativamente diferente entre st ni a 5, 15, 30 o 60 

min de incubaci6n, a pesar de que el nivel de AMPc fue significa­

tivamente mayor (p < O.OS) en los gametos incubados en MCM adicio­

nado de glucosa. 

Parece ser que, la elevaci6n del nivel de AMPc en los esperma-

tozoides al inicio de su incubaci6n an un medio capacitante, no 



TABLA 7 

.Relación entre el contenido inicial de AMP
0 

intraespermático y el nWllero de 

gametos que se capacita a diferentes tiempos de incubaci6n en MCM y MCM·glucosa 

M:dio de NofP ** 
.ir.cubaci6n* (pici:nDias/ ~.A. (\)*** 

107 'espmnatozoides) 5' 151 30 1 60' 

~ 10.69 :!: 3.60 (29) 14,1 ± 4.4 (25) 15,7 ± 8,4 (13) 13.9 ± 8,9 (18) 18.2 ± 8.9 

10!--glucosa 18.69 :!: 9.87 ( 8) 16.9 ± 9.9 ( 8) 13.4 :!: 3,8 ( 4). 12.l ± 2.0 ( 5) 11.1 

*Los espermatozoides se incubaron a 37ºC, en los medios señalados, a una concentraci6n de 
35 x 106 c~lulas/ml. La concentraci6n final de la glucosa fue de 5,56 l!IM. 

**La valoraci6n del AMP0 se realiz6 a los 15 y 30 seg de iniciada la incubaci6n+ 
Los valores mostrados indican la media aritm~tica de las dos determinaciones - la 
desviaci6n estándar (número de experimentos) • 

***A los tiempos señalados de iniciada la incubación, en los medios indicados, se tomaron 
muestras alícuotas, se centrifugaron y el paquete celular se resuspendi6 en MCM donde se 
valoró la expresión de la R.A. 

(12) 

( 2) 
\O 
o 
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influye en forma aparente, en el número de gametos que expresan el 

estado "capacitado", a diferentes periodos de incubación, 

E6ecto de imidazoL, el clt4ato de aodlo, de La 2-deaoxi-V-gLucoaa 

y de La ca4encla de NaCl, aob4e el contenido inicial de AMPc 

lnt4aceLula4 y el name4o de eape4matozoidea que ae capacitan en 

5 min de incubaci6n en MCM 

Dado que los espermatozoides de cuyo, al ser incubados en un 

medio capacitante 1 incrementan a diferente nivel su contenido de 

AMPc al inicio de la incubaci6n, cabría pensar que se requiere 

cierto nivel umbral del nucle6tido para que el espermatozoide active 

los mecanismos dependientes de AMPc 1 que participan en la capacita­

ci6n. Por ello, para tratar de obtener algún dato que ayudara a 

dilucidar tal posibi~idad, se decidi6 utilizar algunos reactivos 

descritos en la literatura como agentes depresores del contenido 

intracelular de AMPc. 

Los reactivos utilizados para inducir niveles bajos de AMPc 

intraesperm~tico fueron: imidazol 7 mM, (Rogers y Garcta, 1979); 

citrato de sodio 10 mM (Haesungcharerm y Chulavatnatol 1 1978); y 

2-desoxi-D-glucosa 5,56 mM (Majica, comunicaci6n personal). Tambi~n 

se eliminO al NaCl del medio MCM, con o sin glucosa, para inducir 

niveles bajos de AMPc en los gametos (Moreno, 1985). El NaCl fue 

substituido por una cantidad equivalente de sacarosa, para mantener 

la osmolaridad de los medios de incubaci6n. 
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E6ecto de imidazol 

Los espermatozoides de cuyo al ser incubados en el medio MCM 

adicionado de imidazol, incrementaron significativamente (p < 0.001) 

sus niveles de AMPc, dentro de los primeros 30 seg de incubaci6n, 

con respecto al basal (Tabla 8), NO obstante una preincubaci6n de 

los gametos en NaCl-imidazol (147 mM y 7 mM, respectivamente) 

durante 1, 2 o 5 min antes de ser incubados en el medio MCM­

imidazol, el contenido del nucleótido ctclico intraespermático 

valorado a los 15 y 30 seg no disminuyó significativamente, compara­

do con el de los gametos preincubados en NaCl (154 JllM) durante 1, 2 

o 5 min incubados en MCM sin imid.azol, 

Aunque la presencia del imidazol, estimulante de la fosfodies­

terasa de nucle6tidos ciclicos, no alter6 significativamente el 

contenido de AMPc intraespermático, si disminuy6 significativamente 

(p < O.OS) el número de gametos capacitados en 5 min de incubaci6n. 

Por otra parte, la presencia del imidazol no alter6 los patrones de 

movilidad y agregación espermática, con respecto al control (MCM) • 

E6ecto det c¡t~ato de ~odio 

La incubaci6n de los espermatozoides (como se indica en M~todos), 

en el medio MCM adicionado de citrato de sodio, indujo un incremento 

significativo (p < 0.001) del contenido de AMPc intraesperrnático, 

dentro de los primeros 30 seg de iniciada la incubación; igual que 

en el MCM (control), Al parecer, sin afectar apreciable.¡nente la 

actividad de la adenilato ciclasa, el citrato inhibió la capacita-
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ci6n de los espermatozoides, tanto a. 5 min (Tabla 8), como a 15 y 

30 min de incubaci6n (datos no mostrados), 

La movilidad y el patr6n de asociaci6n de los gametos incubados 

en MCM-citrato fueron muy similares los descritos para los esperma­

tozoides incubados en MCM. 

E6eeto de la 2-de&oxi-V~gtueo&a 

Los espermatozoides de cuyo, incubados en MCM-2-desoxi-D­

glucosa (como se indica en Métodos), aunque incrementaron signi­

ficativamente (p < 0,05) su contenido de AMPc dentro de los primeros 

30 seg de incubación, con respecto a su contenido basal, no lo 

hicieron tanto como los gametos incubados en MCM (control) . 

La presencia de la 2-desoxi:-D ... glucosa, en el medio de incuba­

ci6n de los gametos, parece alterar su capacitaci6n 1 ya que, no se 

detect6 R.A. fisiol6gica en espermatozoides transferidos a MCM, 

después de 5 min (Tabla 8) o 15 min (datos no mostrados) de incuba­

ci6n en MCM-2-desoxi-D-glucosa. 

El an§logo no metabolizable de la glucosa, disminuy6 la movi­

lidad de los gametos as1 como su patr6n de agrupación, el cual fue 

predominantemente de rosetas y grumos pequeños, 

E6eeto de la ea~encia de NaCt 

Los espermatozoides de cuyo, extraídos de los conductos defe­

rentes con soluci6n de NaCl {¡54 ml't) y lavados (2X) con 
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solución de sacarosa (308 mM), al ser incubados en el medio MCM sin 

NaCl no sintetizaron AMPc, a un nivel detectable bajo las 

condiciones de ensayo utilizadas, ni aun con la adici6n de glucosa 

al medio de incubación (Tabla 8). 

As! mismo, la ausencia de NaCl en el medio de incubacidn de 

los espermatozoides, indujo no sólo la inhibición de la capacita­

ción, sino que también indujo la inmovilización temprana de los 

gametos incubados en el medio MCM solo o adicionado de glucosa 

(dentro de los primeros 5 min de incubaci6n). Por otra parte, el 

patrdn de asociacidn espermática fue muy similar al descrito para 

los gametos incubados en NaCl, bajo las mismas condicion,es de 

incubación. 
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TABLA 8 

Efecto del imidazol, del citrato de sodio, de la 2-desoxi-D-glucosa 

y de la carencia de NaCl, sobre el con.tenido inicial de AMPc 

·intracelular y el ndmero de espermatozoides que se capacitan en 5 

min de incubaci6n en MCM 

!>t!dio de l\MPc*** R,A.**** 

incubaci.6n** (Eicnrolas/10 7 espetmatozoides i (%) 

NaCl 2. 72 :t 1,23 (7) (basal) O.O* 

KM 10.69 ± 3.60 (29) 13.6 ± 4.5 (28) 

101-imidarol 9.01 ± 5.46 (6) 8.4 :!: 7.5 (6) 

!>01-citrato 9.83 (1) O.O* (1) 

M:M-2-desoxi-D-gluoosa + 4.65 - 1.30 (4) 7.9* ± 2.3 (4) 

M'.l+sacarosa (sin Nacl) O.DO (2) 2.7* (2) 

~IJ.l-sacarosa-glucosa o.oo (2) 2.0* (2) 
(sin NaCl) 

*1-l.lestras espentáticas ~ no presentaron R,A. cualitativaroonte dentro de los 
prineros 15 min de su transferencia a KM 

**los espematozoides se i~n bajo las condic~s descritas en ~todos. 
La oonoentraci!Sn final de los reactivos utiliza00s fue la siguiente: 
imidazol 7 nM, citrato de sodio 10 Ilfol1 2-desoxi-O-gluoosa 5,56 rrH; la 
oonoentraci6n de la sacarosa fue equivalente a la del NaCl substituido. 

***La valoraci&l de .Nl>c se realiz6 a los 15 y 30 seg de iniciada la .incubaci6n. 
IDs va~res nostrados representan la rredia ari tnética de las dos determina­
ciores - la desviaci6n est!ndar (nGrrero de experirrentos) 

****A los 5 min de incubaci6n se tanaron muestras alfouotas de céda incubaci6n y 
se realiz6 la va1oraci6n de la R,A, 
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DISCUSION 

Este estudio provee un an4lisis cuantitativo del contenido de 

AMPc intracelular, encontrado al inicio de la incubaci6n de los 

espermatozoides de cuyo en diferentes medios capacitantes, .i.n v.i.t4o, 

y la relación con el tiempo de su capacitaci6n. 

Con.ten.i.do bMal de AMPc 

El contenido basal de AMPc de los espermatozoides de cuyo 

incubados en NaCl durante 15 y 30 seg determinado en este estudio, 

fue de 2.72 pmolas por 107 c~1ulas valor muy similar al comunicado 

por Hyne y Garbers (1979), as! como al encontrado en los gametos 

de otras especies de mam!feros (Stein y Fraser, 1984). La 

variabilidad observada entre el contenido basal de AMPc de un 

grupo de cuyos y otro, que va desde una concentraci6n no detectable 

por el sistema de ensayo utilizado hasta 5.78 picQlllolas/107 células, 

también ha sido encontrada en varias cepas de rat6n y aun entre 

individuos de una misma cepa, mantenidos bajo condiciones 

ambientales idénticas (Erickson y col., 1979; Nadijcka y Hillman, 

1980). 

Por la incubación de los espermatozoides en NaCl hasta por 5 

min, se observó una tendencia a disminuir el contenido de AMPc 

(Tabla 2), Dado que esta soluci6n salina carece de substratos, no 

tiene capacidad amortiguadora, y no es medio de incubaci6n 

capacitante (Val.dés, 1981), es posible pensar que el espermatozoide 

se mantenga en un estado de reposo y por ello no active v!as 

metab<5licas espec!ficas. 
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Conten.i.do de Ail!Pe de lo./i Mpe.1t.ma.to:o.i.d1 .inwb1ido..1 ~11 coi med.<.o 

Los espermatozoides de cuyo incrementan abruptamente su 

contenido de A.MPc dentro de los primeros 30 seg de iniciada la 

incubaci6n en un medio capaci.tante, Esta elevaci6n de la concen-

traci6n del nucle6tido ha sido descrita para los gametos de hárnster 

(Morton y col., 1974), de toro (Cascieri y col,, 1976) y de rat6n 

(Stein y Fraser, 1984); aunque la concentraci6n máxima encontrada en 

los gametos de las diferentes especies (Garbers y Kopf, 1980) y aun 

de la misma especie (Hyne y Garbers, 1979¡ Garbers y col,, 1982) es 

variable. 

No obstante que el incremento a 30 seg de incubaci6n del 

contenido de A.MPc intraespermático parece ser independiente del 

medio utilizado un efecto potenciador de la glucosa fue observado, 

sobre todo en los gametos incubados en MCM. Es decir, la glucosa 

les induce un incremento adicional en sus niveles del nucle6tido 

cíclico al tiempo señalado. 

El incremento adicional del contenido de A.MPc 1 inducido por la 

hexosa, parece ser influenciado por la composici6n del medio de 

incubaci6n. Como puede verse en los resultados (Tabla 4). En el 

medio de Tyrode la glucosa no parece inducir un incremento 

significativo del contenido de AMPc 1 pero con la papaverina, su 

efecto s1 se hace evidente. Esto podría indicar que el esperma-

tozoide posee una mayor actividad de fosfodiesterasa de AMPc, cuando 

se incuba en el medio de Tyrode, O bien, que la menor concentraci6n 

de bicarbonato en este medio (Tabla 1) 1 influya en la producci6n de 

AMPc en ausencia de papaverina, ya que, Garbers y col., (1982), 
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comunicaron la dependencia del sistema de la adeni1ato ciclasa del 

ion bicarbonato para su actividad. Consideramos que este punto, 

para aclararse, requiere de mayores estudios. 

E6ec..to de.l c.a.lc..i..o 6obJte la. ele.vac..i.6n .i.n.i.c..i.a.l de AMPc. .i.nt.11.a.e.6pe.1r.mcU..i.c.o 

A diferencia de Hyne y Garbers (1979a), en el presente trabajo 

no se encontr6 que la elevaci6n inicial del contenido de AMPc 

intraespermático sea dependiente del ca+2 extracelular (Tablas 5 y 6). 

Dado que en el medio deficiente del cati6n divalente (NaCl-NaHco3, 

solo y adicionado de EDTA), los espermatozoides incrementaron su 

nivel de AMPc dentro de los primeros 30 seg de incubaci6n, tanto 

como en los medios suplementados con Ca+2 (Tablas 3 y 4), Los 

resultados obtenidos podr!an deberse a que la concentracidn contami­

nante del cati6n divalente (2.45 µM, calculada) en el medio NaCl-

NaHC03 fuera suficiente, para permitir la elevaci6n del AMPc; Hyne 

y Garbers (1979a) indican que el Ca+ 2 a concentraciones micrornolares 

es capaz de estimular a la adenilato ciclasa de espermatozoides de 

cuyo, Por otra parte, el efecto que tiene el EDTA de promover la 

salida de Ca+2 de los almacenes intracelulares (Trosper y Phillipson, 

1984) podr!a estar incrementado la concentracidn del catidn y ~ste, 

a su vez, podría estimular la síntesis de AMPc. 

un aumento de la concentraci6n de Ca+ 2 en microambientes 

intracelulares podría ser potenciado por el mismo AMPc sintetizado, 

como se describid en los islotes pancreaticos, En ~stos, la 

liberaci6n de insulina inducida por glucosa involucra una 
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movilizaci6n mediada por A.MPc del calcio de los almacenes intracelu-

lares (Charles y col~, 1975; Malaisse y Malaisse-Lagae, 1984). Sin 

embargo, dado que en un medio suplementado con Ca+ 2 , donde el efecto 

del AMPc sobre la liberación del cati6n de los almacenes intra-

espermáticos podr!a estar ocurriendo más activamente, no se encontró 

una mayor concentraci6n de AMPc; por ello, se puede considerar que 

es ;;>eco probable la relación entre la liberación de ca2+ inducida 

por AMPc y mayor sin.tesis de este tíltimo inducida por el catión. 

Eóec..to del calcio 6ob~e la elevaci6n del AMPc ¡nduc¡da po~ gluco~a 

Los resultados. sugieren que el incremento adicional del nivel 

de AMPc intraesperm!tico, mediado por glucosa, s! es dependiente de 

Ca+2 extracelular; como en el caso de la elevaci6n del nucleótido 

inducida por el mismo carbohidrato, en islotes pancreáticos (Charles 

y col., 1975). 

Moreno (1985) propuso al calcio como un posible inductor del 

est!mulo de la síntesis del nucle6tido inducido por glucosa. 

Malaisse (1984), comunicó que la s!ntesis de AMPc, mediada por 

glucosa, en los islotes pancreáticos se debe al est!mulo del 

complejo ca-Calmodulina sobre la adenilato ciclasa; y 1 en los 

espermatozoides de cuyo, se han identificado grandes cantidades de 

calmodulina (Janes y col., 1980). Por ello, la participación de un 

sistema semejante al descrito en las c~lulas pancreáticas, para la 

acción de la glucosa sobre la stntesis de AMPc en el espermatozoide 

de mam!feros, deber!a ser considerada. 
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E6e.C:.to de.l .i.c111 1.od.i..o 1.ob1r.e. la. 1,.fo.te.1.ü de AMPc. e.n .lo1. e.1.pe.1r.ma.tozo.lde.1. 

de. c.uyo 

La síntesis de AMPc en los espermatozoides de cuyo parece ser 

dependiente de la presencia de una concentraci6n de Na+ extracelular 

mayor de 30 mM, ya que en el medio de incubaci6n con no m•• de 30 

mM de sodio no se detect6 la síntesis del nucle6tido 1 tanto en 

ausencia como en presencia de glucosa (Tabla 8), Jakobs y col., 

(1984). encontraron que el, Na+ es indispensable para la actividad de 

la adenilato ciclasa regulada por hormonas, tanto en plaquetas de 

humano como en c~lulas de linfoma murino S49, donde se propone que 

el sodio facilita la int~racci6n entre las subunidades que integran 

al sistema de la adenilato ciclasa para que se active. 

AMPc. y c.a.pa.c..lta.c..ldn e.1.pe.1r.ma.t.lc.a 

Bajo nuestras condiciones experimentales, la magnitud del 

incremento inicial del contenido de AMPc no parece tener una rela­

ci6n directa con el tiempo de capacitaci6n de los espermatozoides 

de cuyo, Ya que, a pesar de que el nivel de AMPc es mayor en los 

gametos incubados en un medio suplementado con glucosa, papaverina 

o ambas, la proporci6n de la poblaci6n esperm&tica que se capacit6 

en 5, 15, 30 o 60 min de incubaci6n no fue significativamente 

diferente entre ellos ni con sus controles, Estos resultados, 

obtenidos bajo condiciones que se pueden considerar m!s indicativas 

de verdadera capacitaci6n lvAase antecedentes), concuerdan con los 

hallazgos de Hyne y Garbe~s (1979), en espermatozoides de cuyo; e 



· 101 
igualmente con los resultados de St0in ¡ Fraser (1984), quienes 

encontraron que el incrP.mento del :iivel del nucle6tido, al inicio 

de la incubaci6n de los espermatozoides de rat6n, en un medio 

capacitante, no most~aba una relación directo con el tiempo de 

capaci taci6n. 

Capacltacl6n eapenmdtlca en MCM 

Los experimentos preliminares donde se observó que los esper­

matozoides incubados durante 5 min en el medio MCM no se capacita­

ban, fueron realizados con una variación en el manejo de las células; 

los gametos fueron lavados (2Xl con 0.5 ml de NaCl 154 Jl1.M por 

espermatozoides provenientes de un conducto deferente, y en los 

experimentos subsecuentes los dos lavados se realizaron utilizando 

1 ml de NaCl 154 mM cada vez por espermatozoides provenientes de un 

conducto deferente. 

La variaci6n en el lavado de los gametos no induce ningan cambio 

apa~ente sobre el incremento inicial de AMPc intraesperm&tico (datos 

no mostrados): pero, s1 ·tiene efecto sobre la velocidad de capacita­

ci6n esperm&tica, Un lavado en menor volumen de soluci6n de los 

espermatozoides retarda su tiempo de capacitaci6n (Rogers, 1978), 

dado que pueden retener fluido epididimal a un nivel capaz de 

inhibir este fen6meno, Adem4s, la remoci6n de un factor(es) unido 

a la membrana plasm&tica que impide la capacitaci6n (factor 

descapacitante o factor estabilizante de la membrana) (Williams y 

col., 1976; Oliphant, 1976) 1 cuyo origen es el liquido del epidldimo 

y/o el plasma seminal (Chang, 1957¡ Weinman y Williams, 1964): as1 

como la p~rdida de componentes espec!ficos de la membrana plasm!tica 

(Brackett y Oliphant, 19751 Oliphant 1 1976); han sido descritos como 
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esenciales para, que el gameto masculino se ca,pacite, y estos procesos 

los facilita el lavado de las c~lu1as con volumenes mayores de 

soluci6n. 

E6ecto de la papave~ina aob4e la 4elacid» AMPc-capacitaclOn 

Debido a que con todos los medios capacitantes ensayados no se 

observ6 una relaci6n directa entre la elevaci6n inicial de AMPc y 

el tiempo de capacitaci6n, se decidi6 utilizar a la papaverina para 

tratar de amplificar el posible efecto del AMPc intracelular sobre 

dicho proceso, 

No obstante la gran elevaci6n en el nivel inicial de AMPc 

intraespermático inducida por la papaverina, la proporci6n de la 

poblaci6n espermática que se capacit6 en 5 min de incubaci6n, en 

cualquiera de los medios suplementados con ca+ 2, no fue significa­

tivamente diferente de la proporci6n ~e espermatozoides capacitados 

en ausencia del inhibidor, Lo que apoya adicionalmente la no 

existencia de una relaci6n directa entre el nivel inicial de AMPc 

y la capacitaci6n esperm~tica, 

El que la papaverina no amplifique en gran medida la elevación 

de AMPc en el medio carente de Ca+2 (Tablas 5 y 6) 1 podría deberse 

a que: 1) tanto la actividad de la adenilato ciclasa como la de la 

fosfodiesterasa de 1\MPc se encuentren disminuidas y por coincidencia 

o no, dentro de los primeros 30 seg de incubaci6n se presente un 

nivel de A.MPc semejante al encontrado en presencia de calcio; 2) 

la actividad de la adenilato ciclasa se deprima por una caida de la 
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concentración de ca2+ a un nivel similar al que tiene la célula en 

reposo, después de utilizar el Ca+ 2 que se encuentre en su micro­

ambiente, por lo cual s6lo se observaria el incremento momentáneo 

del contenido de ,l\MPc y no la amplificaci6n por la presencia de la 
+2 papaverina; y, 3) que la papaverina requiera de Ca ex6geno para 

ejercer su efecto inhibitorio sobre la actividad de la fosfodieste-

rasa de AMPc y, además, que esta necesidad del cati6n divalente 
+2 involucre el requerimiento de concentraciones mayores de Ca que 

las que contienen los medios deficientes en el cati6n, Esta ültima 

posibilidad es poco probable, dado que la acción principal de la 

papaverina es una inhibición competitiva de la fosfodiesterasa de 

AMPc, y aunque uno de sus efectos secundarios es la inhibici6n de 

los mecanismos de influjo y eflujo del Ca+2 (Huddart y col., 1984), 

esta propiedad solo ha sido observada a concentraciones 20 o 25 

veces superiores a las utilizadas en este trabajo. 

E6ecto de la dlamlnucl6n de loa nlvelea lntkaeapekm~tlcoa del AMPc 

aobke la capacltacl6n de loa eapekmatazoldea 

Como puede verse en la figura 6 1 la magnitud del incremento del 

nivel de AMPc intraespermático varia de una poblaci6n celular a otra, 

sin depender en gran medida de la composici6n del medio de incuba­

ci6n y, aunque la elevaci6n del nucle6tido no parece tener influen-

cia directa sobre el tiempo de capacitaci6n de los espermatozoides 

de cuyo, se puede notar que, bajo condiciones capacitantes el 

incremento del contenido de AMPc al inicio de la incubaci6n siempre 

se presenta, 
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Flg. 6. Relac¡6n ent~e el eonten¡do ¡n¡c¡al de AMPc Lnt~aeape~m~­

tico y el name~o de gameto• que ae eapaeitan en 5 mln de 

lneubael6n en un medio eapaeltante. En la figura se 

muestra el arreglo de las muestras experimentales en base 

a su contenido de AMPc inicial, independientemente del medio 

de incubación empleado. Los rectángulos muestran el por­

centaje de RA ± la desviaci6n estándar (número de experi­

mentos) • Las bases de los rectángulos muestran los rangos 

de concentración de AMPc (determinado como se indica en 

m~todos): A (5.0 - 10.0), B (10.1 - 15.0), e (15.1 - 20.0), 

D (20.1 - 30.0), E (30.l - 40.0), F (40.1 - SO.O), G (50.l 

- 75.0), y H (75.1 - en adelante); la flecha indica el 

contenido basal de AMPc intraespermático (picomolas/107 

espermatozoides) 
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Litvin y col. 1 (1984) indican que las dos isoenzimas (Tipo I y I~) 

que fosforilan proteínas al ser activadas por el AMPc, requieren 

de una concentraci6n umbral de AMPc para activarse selectivamente. 

El hecho de que siempre se presente un incremento del contenido de 

AMPc al inicio de la incubaci6n podría sugerir que, el espermato­

zoide de cuyo requiere de un incremento en su contenido de AMPc 

durante el inicio de su capacitaci6n 1 que se podría denominar 

"umbral de activaci6n" de los mecanismos que dependen del nucle6tido 

c!clico y que participan en la capacitaci6n. 

Para tratar de esclarecer la posibilidad de que el esperma­

tozoide necesite de una concentraci6n umbral de AMPc para iniciar 

su capacitaci6n, se utilizaron algunos sistemas, descritos por di­

ferentes autores, que actGan negativamente sobre la acumulación de 

AMPc intracelular. Sin embargo, dado que ninguno de los sistemas 

·utilizados permiti6 variar a voluntad el nivel intraespermático 

del nucle6tido c!clico, no es posible sacar conclusiones 

concretas. 

Solo con la inclusi6n de la 2-deoxi-D-glucosa o la eliminaci6n 

del NaCl del medio de incubaci6n se logr6 disminuir la elevaci6n 

inicial del AMPc intraespermático (Tabla 8). Con el análogo de la 

glucosa el nivel de AMPc lleg6 a ser similar al basal y, en el 

caso de la deffoiencia del NaCl del medio de incubaci6n no se 

detect6 AMPc intraesperm!tico y, en ambos casos, no ocurri6 la 

capacitaci6n esperm&tica. Lo anterior podr!a indicar que no se 

logr6 alcanzar el umbral de AMPc que permite que la capacitaci6n 
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se lleve a cabo, Por ello, se sugiere que se requiere estudiar 

más a fondo la posibilidad de que exista un requerimiento crítico 

de Af!Pc 1 para que el espermatozoide de los mamíferos inicie su 

capacitaci6n. 

Por otra parte el que el imidazol, activador de la PD, no 

indujera un menor nivel de AMPc podría deberse al corto tiempo de 

exposici6n de los gametos a tal reactivo (5 min en NaCl y 30 seg 

en el medio de incubaci6n), ya que Garbers y col. 1 (1971) encontra­

ron que el imidazol disminuía el contenido de AMPc de los 

espermatozoides de toro bajo per!odo de incubación de 2 a 6 horas. 

En cuanto al citrato, Haesungcharerm y Chulavatnatol (1978) 

encontraron que inhib!a la actividad de la adenilato ciclasa en 

fracciones particuladas de espermatozoides de humano, mientras que 

en los espermatozoides intactos de cuyo no se observ6 este efecto 

(Tabla B). Sin embargo, sin alterar los niveles de AMPc, el 

citrato aparentemente inhibi6 la capacitación de los espermatozoides. 

Esta inhibici6n podría deberse a una disminuci6n del metabolismo 

espei:-mático, Hoskins y col, (1970) encontraron que el citrato 

inhibe la actividad de la fosfofructocinasa de espermatozoides de 

primate. Además, la necesidad de un aumento en el metabolismo 

glucol!tico y en la velocidad respiratoria son ·señalados como 

retjliisi.tos pai::a 0·que el espei;matozoide se capacite (Hamnei:- y 

Williams, 1963). La acci6n del citrato también podría explicarse 

en base a su propiedad de quelar al ca+ 2, un exceso de citrato en 

el espermatozoide podría inhibir la presentaci6n de la RA, ya que 
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este fen6meno es dependiente de ca 2+, 

El que algunos investigadores hayan señalado efectos positivos 

del AMPc sobre la capacitaci6n podr!a deberse a varios factores que 

no fueron contemplados en este trabajo, Por ejemplo: 11 cuando 

utilizan algün inhibidor de la PD, éste pennanece en contacto con 

el espermatozoide durante todo el período de incubaci6n hasta que 

es valorado algün parámetro indicativo de la capacitaci6n (presen­

taci6n de RA.; fertilizaci6n de 6vulos 1 hom6logos o heter6logos). 

La presencia del inhibidor hace que el gameto mantenga elevado su 

contenido de AMPc por más tiempo, con respecto a su nivel basal 

(Hyne y Garbers, 1979; Fraser, 1981; Perreault y Rogers, 1982; 

Stein y Fraser, 1984), que es lo que podría inducir la estimulaci6n 

de la capacitaci6n y no la elevaci6n inicial sola. Por otra 

parte, en presencia del inhibidor de la PD se observ6 que la 

viabilidad de la población celular disminuye considerablemente, y 

se sabe que los espermatozoides muertos contribuyen a que, en el 

microambiente de los gametos vivos, exista más AMPc y mayor 

actividad de cinasa de proteínas dependiente del mismo nucle6tido 

(Fabre y col,, 1982; Horowitz y col, 1 19841, que podrían estar 

ejerciendo algGn efecto positivo sobre el proceso de la capacita­

ci6n. 2) al utilizar algun análogo del AMPc, éste podría estar 

actuando tanto en el interior del espermatozoide como en su 

membrana plasmática para producir la estimulaci6n de la capacita­

ci6n. A pesar de que esto Gltimo no ha sido investigado, sí se 

han identificado las dos cinasas (Tipo I y II) que fosforilan 
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proteínas especificas al ser activadas por el AMPc (11ajumder, 1981; 

Wilson y col., 1982, 19831 Fabro y col,, 1982¡ Schoff y col., 1982; 

Horowitz y col., 1984¡ Atherton y col,, 1985; Freedman y Koff, 1985); 

as! como algunos substratos de éstas (Huacuja y col,, 1977; Brandt 

y Hoskins, 1980; Noland y col,, 1984; Tash y col., 1984), que se 

localizan en la superficie externa de la membrana plasmática del 

espermatozoide de diversas especies de mamífero. Estas fosfoproteí­

nas membranales podrían promover la capacitación espermática por 

alterar mecanismos bioquímicos, tales como la captación de iones, 

estabilidad de la membrana, y otros. 

se ha postulado que la captaci6n de Ca+ 2 (Raphaeli y Parsons, 

1982) y la de Na+ (Costa y col., 1982) son procesos regulados a 

nivel de membrana plasmática y, aunque no se ha comprendido en 

detalle los mecanismos involucrados, se cree que la fosforilaci6n de 

proteína~ intramembranales está involucrada (Tash y Means, 1982, 

1983; Atherton y col., 1985; Freedman y col., 1985). 

La entrada de iones al espermatozoide, sobre todo del Ca+ 2, 

podría promover diversos mecanismos que operen en la capacitación 

del gameto. En el espermatozoide el Ca+2 podría participar en la 

regulaci6n de: 1) la activaci6n y regulación de la movilidad, por 

regular la actividad de ATPasa de la dineina (Gordon y col., 1983); 

la polimerizaci6n, estabilizaci6n y despolimerizaci6n de micro-

f ilamentos y microtúbulos, as! como en la alteraci6n de las 

propiedades de la matriz celular (Dedman, 1984); 3) la estimulaci6n 

de la actividad de la adenilato ciclasa (Hyne y Garbers 1 l979a); 
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4) la secreci6n de macromo1éculas y electrolitos (Stambaught y col., 

1978; Case, 1984); 5) la activaci6n de la PD (Itoh e Hidaka, 1984; 

Wasco y Orr, 1984); 6) la activaci6n de cinasas de proteínas, vfa 

Ca+2-fosfolfpidos o bien Ca+2-calmodulina (Klee y Newton, 1983; 

Kimura y col,, 1984); 7) la activaci6n de fosfoprotefn fosfatasas 

(King y Huang, 1984; Soucek y Vary, 1984): 8) la alteraci6n de los 

componentes lipídicos de las membranas (Papahadjopoulus, 1978); y 

de otras. 

Se sabe que existen cantidades considerables de AMPc ex6geno en 

los liquidas que bañan al espermatozoide durante su tránsito por el 

tracto reproductor femenino (en: Majumder, 1981), hasta que alcanza 

al 6vulo y lo fertiliza. Se podria plantear que los mecanismos 

dependientes de AMPc, en el espermatozoide, se activan cuando el 

gameto se encuentra en el tracto reproductor de la hembra y no antes; 

ya que a pesar de que los fluidos del tracto reproductor del macho 
' 

contienen cantidades considerables de AMPc (Mann y Lutwack-Mann, 

1981), también contienen inhibidores potentes de la actividad de 

cinasa de protefnas, (Freedman y Kopf, 1985); inhibidores que no 

han sido identificados en los de la hembra. 

El que en este trabajo no se haya encontrado relaci6n entre 

el contenido inicial de AMPc y el tiempo de capacitación de los 

espermatozoides de cuyo, podrfa también deberse a que, bajo las 

condiciones de ensayo utilizadas, no son detectables alteraciones 

en el contenido del nucle6tido cíclico en regiones intraespermáti-

cas especificas. Dada la gran compartamentalización que existe en 
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esta célula (Fawcett, 1975; Roger y col., 1985), podr!a ser que el 

AMPc sea metabolizado en forma diferente en las diversas regiones 

del gameto; por lo que su distribuci6n 1 disponibilidad, utilización 

y degradaci6n sea diferente en un sitio especifico del espermatozoi­

de. 

Ademas, hay que agregarle a esto, el que la poblaci6n celular 

con la que se trabaja es muy heterog~nea, en cuanto a su estado 

metab6lico y maduracional (Bedford, 1983). Esto podría traducirse 

en una asincron!a en la producci6n del incremento de Al-IPc intra­

esperm4tico, as! como en la expresi6n de una relaci6n entre este 

evento y la capacitaci6n. Esto podría evitarse haciendo una. 

selecci6n de la poblaci6n celular utilizada; lo que se puede aseme­

jar a lo ocurrido naturalmente, ya que s6lo los espermatozoides de 

mejores características son los que llegan al sitio de fertilizaci6n 

del 6vulo (Crozet y Dumont, 1984; Hunter y Wilmut, 1984); como lo 

ha hecho Wall y col. (1984) quienes utilizando gradientes de 

albGmina serica bovina, han logrado separar, de una poblaci6n 

heterogenea, una homogenea de gran movilidad. O bien, utilizar 

algGn otro procedimiento o diseño experimental para valorar cambios 

en el metabolismo espermatico de localizaci6n intracelular especí­

fica. De forma mas directa, se puede proponer la utilizaci6n de 

inhibidores de cinasas de proteínas dependientes de AMPc; como las 

isoquinolinsulfonamidas, sintetizadas y descritas por Hidaka y col. 

(1984) , las cuales inhiben específicamente a las cinasas de 
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proteínas dependientes de nucle6tidos cíclicos; como herramientas 
J 

Gtiles para clarificar las funciones de las mismas, y con ello las 

del AMPc, en los procesos que conducen a la capacitación espermá-

tica, tanto in viva como in vit4a, 

Movilidad y AMPe 

Al igual que el contenido de AMPc la movilidad de los esper-

matozoides de cuyo mantenidos en un medio no capacitante y carente 

de substratos (NaCl, 154 mM) tiende a disminuir conforme pasa el 

tiempo. Como el contenido basal de ATP parece no alterarse en los 

primeros seg de incubación (MGjica, comunicación personal), la 

movilidad parecería no ser causada por la carencia de substratos, 

sino por la inhabilidad que tiene el gameto para utilizar al ATP; 

aunque también podría existir alguna relaci6n con la disminución 

del contenido de AMPc, aunque esta relación no ha sido estudiada 

hasta el momento. 

Por otra parte, no debemos olvidar que el pH extracelular 

influye en el pH intraespermático (Christen y col., 1982) y la 

soluci6n de NaCl, medio de incubación utilizado para valorar el 

nivel basal de AMPc intraespermático, tiene un pH de 6.03 1 el cual 

puede estar influyendo en la inhibici6n de la movilidad espermática. 

Esto es apoyado por los resultados de Murphy y Yanagimachi (1984), 

quienes encontraron que la movilidad de los espermatozoides de cuyo 

se reduce considerablemente a pH 6,1 y sugirieron, que la 

movilidad esperm~tica está asociada con un ef lujo de protones intra-
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celulares, con el consiguiente aumento de pH intracelular, Esta 

sugerencia ha sido confirmada por Vijayaraghavan y col., (1985) 

quienes, estudiando espermatozoides de bovino, hallaron evidencias 

que indican que se requiere de la alcalinizaci6n del citosol 

flagelar para que se.desarrolle la movilidad del gameto inducida 

por el AMPc. Christen y col. (1982) señalan que el pH b4sico 

inducido por la salida de protones, estimula la actividad de ATPasa 

de la dineina, lo cual sugiere que el espermatozoide mantenido en 

NaCl se inmoviliza por no poder utilizar el ATP requerido por el 

axonema para inducir la movilidad; aunque ésto no desecha la 

posibilidad de que el contenido de AMPc, presente en este estado, 

influya sobre la movilidad, ya que se sabe que el ca+2 influye sobre 

la actividad de ATPasa de la dineina (Tash y Means, 1983) y, a su 

vez, el AMPc influye sobre la entrada y actividad del cati6n 

divalente. 

La movilidad escasa o ausente de los espermatozoides mantenidos 

en NaCl 154 mM 1 se reactiva dentro de los primeros 60 a 150 seg, 

dependiendo del tiempo que pasen en contacto con la solución. salina 

y de la composici6n del medio en el que se incuben. Aunque no ha 

sido descrito el tiempo exacto que transcurre entre la elevación 

del contenido de AMPc intracelular y la activaci6n de la movilidad 

de los gametos completos y. viables de cuyo, este puede ser muy 

similar al que se deterrnin6, ya que Morton y col. (1974) y 

Cascieri y col, (1976), señalan que se requiere de 60 a 120 seg 

para que el incremento del nivel de AMPc induzca la movilidad 
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progresiva de los espermatozoides de hámster y de toro, respectiva­

mente, En este tiempo podr!a ocurrir la fosforilaci~n de prote!nas 

especificas, realizada por las cinasas dependientes de AMPc, tanto 

de membrana plasmática como del citosol y del axonema (Tash y Means, 

1982, 1983; Hoskins y col,, 1983, 1984; Noland y col, 1 1984; Tash y 

col., 1984), que se postula participan en el mecanismo de activa­

ci6n de la movilidad inducida por el AMPc. 

Se obs~rv6 que la presencia de glucosa en el medio de incuba­

ci6n les induce a los espermatozoides un movimiento muy activo de 

vibraci6n, que se conserva aun despu~s de ser transferidos a MCM 

para la valoraci6n de la RA, Este efecto de la glucosa sobre la 

movilidad espermática, ya ha sido descrito (MGjica y Vald~s, 1983; 

Moreno, 1985). Podría ser que el mecanismo de acci6n de la 

hexosa para inducir el movimiento de vibraci6n activado, en los 

espermatozoides de cuyo, podr!a involucrar la participaci6n del 

AMPc o bien del ATP, ya que la glucosa induce un incremento 

adicional en el contenido de AMPc y el carbohidrato es el substrato 

ex6geno preferentemente utilizado por los espermatozoides para 

obtener energ1a (Garbers y Kopf 1 1980), Sin embargo, en el medio 

de Tyrode-glucosa y en el de NaCl-NaHco3-glucosa (Tablas 4 y 5), 

el incremento adicional del nucle6tido c!clico no se present6, 

mientras que el movimiento activo de vibraci6n s! fue observado, 

Esto podr~a indicar que el tipo de movimiento espermático inducido 

por la hexosa, no está relacionado al incremento adicional de AMPc, 

lo cual concuerda con los hallazgos de Moreno (1985), 
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Esto lo reforzan los ~esu~tados obtenidos al incubar a los 

gametos en un medio adicionado de ~apaverina, donde el incremento 

adicio~al del nivel del nucle6tido es exagerado y sin embargo, la 

movilidad de los espermatozoides no aumenta. Adem4a, Tash y Mean• 

(1983) indican, que un incremento en nivel de AMPc en gametos 

masculinos m6viles no tiene ningdn efecto extra sobre la movilidad, 

s6lo la reactiva en gametos con escasa movilidad o inm6viles. 

En experimentos preliminares se ha encontrado que la glucosa 

induce un incremento del nivel de ATP eapermltico (datos no mostra­

dos), dentro de los primeros 15 seg de iniciada la incubaci6n1 este 

incremento del contenido de ATP podrla ser el responsable directo 

de la movilidad activada inducida por el carbohidrato. Esto ea 

respaldado por los resultados encontrados al incubar a los 

espermatozoides en un medio carente de substratos ex6genoa (NaCl­

NaHco3, solo o adicionado de EDTA), donde las c6lulas pierden 

paulatinamente su movilidad a pesar de que su contenido inicial de 

AMPc ea similar al de las c6lulas incubadas en un medio suplementado 

con substratos ex6genos (piruvato y lactato), 

Lo anterior sugiere que el incremento inicial del nivel de AMPc 

intraespermltico participe en la activaci6n de 101 mecanismos que 

permiten que el espermatozoide adquiera la movilidad activa, obser­

vada al incubarlo en un medio capacitante; lo cual concuerda con 

todos loa trabajos descritos en la literatura sobre el efecto 

estimulatorio del AMPc sobre la movilidad espermltica (Garbera y 

col., 1971; Garbera y Kopf, 1980¡ Tash y Means, 1982 1 1983; 
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Bellv~ y 0 18rien, 1983; ttoskins y col,, 1983, 1984; rash y col., 

1984). Esto no indica que el incremento inicial del nivel de AMPc 

no participa en otros procesos espermáticos, por lo que no se 

puede eliminar la posibilidad de que el espermatozoide requiera de 

una concentración interna específica ("umbral de activaci6n") de 

AMPc, para que se inicien los procesos que lo conducen al estado 

capacitado. 

Es obvia la necesidad de realizar más estudios para poder 

conocer la naturaleza del(os) inductor(es) de los primeros cambios 

requeridos para que el espermatozoide de los mamiferos inicie y 

culmine su capacitación. 
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CONCLUSIONES 

l. Los espermatozoides de cuyo extraídos de los conductos deferen-

tes, lavados (2X) e incubados en NaCl 154 rnM (37ºC) hasta por 

5 min; presentaron una concentraci6n de AMPc, que se denomin6 

basal, de 2.72 picomolas/107 c~lulas, 

2. Los espermatozoides de cuyo incrementaron abruptamente su 

contenido de AMPc dentro de los primeros 30 seg de iniciada su 

incubaci6n en un medio capacitante, La magnitud de este 

incremento fue variable entre un grupo de animales y otro. 

3. El incremento del contenido de AMPc intraesperm4tico fue 

dependiente de la composici6n del medio de incubaci6n: 

a) La presencia de glucosa en el medio indujo un incremento 

adicional en el contenido de A,MPc de los espermatozoides, 

dentro de los primeros 30 seg de in9ubaci6n 

b) La elevaci6n inicial del contenido de AMPc intraesperrn4tico 

parece ser independiente del ca+2 ex6geno 

c) El incremento adicional del nivel de AMPc intraesperrn4tico, 

inducido por glucosa, fue dependiente de ca+2 ex6geno 

d) La s!ntesis de AMPc, en los espermatozoides de cuyo, parece 

requerir una concentraci6n de Na+ extracelular mayor de 30 

rnM 

4, La proporci6n de la poblaci6n esperm4tica que se capacit6 dentro 

de los primeros 5 min de incubaci6n 1 no fue si~nificativamente 
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diferente entre los diferentes medios de incubaci6n ensayados 

(MCM, Tyrode 1 ?;aCl-NaHC03, NaCl-NaHC03-EDTA 1 solos o adiciona­

dos de glucosa, papaverina o ambas), no obstante que el contenido 

inicial de AMPc intraesperm~tico fue diferente entre ellos por 

la incubaci6n en un medio o en otro 

5. El ntimero de espermatozoides que se capacit6 en el medio MCM o 

en el medio MCM adicionado de glucosa, no fue significativa­

mente diferente entre s1 a los 51 30 o 60 min de incubaci6n; 

a pesar de que el contenido inicial de AMPc de los esperma­

tozoides incubados en el medio suplementado con glucosa, fue 

mayor 

6. Los espermatozoides de cuyo con una concentraci6n de AMPc 

cercana al basal, dentro de' los primeros 30 seg de incubaci6n 

parecen no capacitarse ni a 5 ni a 15 min de incubaci6n en un 

medio capacitante 

7. Los espermatozoides de cuyo se inmovilizaron despu~s de estar en 

contacto con la soluci6n de NaCl 154 mM (37ºC) 1 por un período 

mayor de 50 min. Los gametos reactivaron su movilidad dentro 

de los primeros 2 min de haber ocurrido el incremento del 

contenido de AMPc intraespermático (a los 30 seg de iniciada 

la incuba.ci6n en el medio capacitante) 

B. La presencia de glucosa en el medio de incubaci6n indujo un 

movimiento activo de vibraci6n en los espermatozoides de cuyo, 

que se conserv6 aun despu~s de ser transferidos a MCM, Este 



118 

movimiento no parece ser mediado por el incremento adicional 

de AMPc inducido por la glucosa 

Estos resultados sugieren que el incremento del contenido de 

AMPc intracelular que se observa al inicio de la incubaci6n de los 

espermatozoides de cuyo en un medio capacitante, parece no tener 

relaci6n directa con su tiempo de capacitaci6n. Parece ser que 

este incremento inicial del nivel de AMPc, activa los mecanismos 

del espermatozoide que le permiten adquirir la movilidad activa, 

requerida para la subsecuente fertilizaci6n del 6vulo. Pero, la 

pregunta ¿La capacitaci6n esperm4tica se inicia por la participa­

cidn de cierto nivel (umbral) de AMPc, o no es as!?, queda abierta 

para subsecuentes investigaciones. 
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