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A,. INTRODUCCTION

Fertilizacibn

La fecundacién, y el ulterior desarrollo ontogénico
en las diversas especies animales es el principal
mecanismo de perpetuacién en las mismas. La
fertilizacibn consiste en una serie compleja y
programada de eventos, que involucran a los gametos
masculino y femenino, los cuales se generan via los
procesos de la espermatogénesis y la ovogénesis,
respectivamente (Fig. 1), Bavister, 1980a.

En el hombre, los gametos se forman en los testiculos,
mediante un proceso controlado hormonalmente. En el
momento del nacimiento, los testiculos tienen células
llamadas espermatogonias, precursoras de los
espermatozoides. Desde entonces, hasta la pubertad,
el testiculo s6lo muestra este tipo de cé&lulas
germinales. Esta estirpe celular se conserva por
divisiones mit6ticas, con baja frecuencia y, hacia

la edad de 11-13 anos bajo el control de ciertas
hormonas, las espermatogonias comienzan a dividirse
muy frecuentemente, produciendo millones de células
hijas. Algunas de estas cé&lulas comienzan a

experimentar la meiosis y, como consecuencia, cada



una de ellas da lugar a cuatro espermdtides (Fig. 1).
Posteriormente, éstas evolucionan hacia espermatozoi-
des funcionales. Durante este proceso, el ngcleo
de la espermdtide se contrae, adquiere mayor
densidad y forma la cabeza del espermatozoide; la
mayor parte del citoplasma se desprende, y el
aparato de Golgi se transforma en un organelo,
denominado acrosoma, el cual desempefa un papel muy
importante en el proceso de la fertilizacibén. E1
centr;olo proximal queda ubicado inmediatamente
detrés del nficleo, mientras que el distal da origen
al filamento axial; finalmente, las mitocondrias se
disponen en la pieza media, quedando, asi,
conformado el espermatozoide (Fig. 2).

El proceso de la fertilizaci6n, én los animales,
comienza estrictamente con la fusién de las
membranas del espermétozoide con las del 6vulo,
culminando con la formacién del cigoto. Para
algunos investigadores, la formacién del cigoto
constituye el punto final de la fertilizacién,
mientras que para otros, termina con la primera

divisibén mitStica del huevo.
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Los gametos de los mamiferos experimentan una serie
de cambios, justo antes de la fertilizacién. En el
ovocito, pierde rigidez la capa compacta de células
de la granulosa, mientras que en el espermatozoide
ocurren ciertos procesos bioquimicos y morfolégicos,
denominados capacitacién y reaccién acrosomal,
respectivamente. Estos eventos, aun cuando no
forman parte del proceso de la fertilizacién,
constituyen prerrequisitos esenciales de la misma
(Fig. 3). Bavister, 1980a.

Hasta la fecha, gran parte de los conocimientos
referentes al proceso de la fertilizaci®n proceden
de los estudios con invertebrados.marinos, que
exhiben fecundacidén externa. Estos organismosISOn
ideales para el andlisis en el laboratorio de los
procesos de la fertilizacién, debido al gran nidmero
de gametos que liberaﬁ durante su etapa reproductora,
en un medio ambiente semejante al de su hédbitat
natural (Bavister, 1980b).

Aun cuando las investigaciones con estos organismos
contindan actualmente, la atencién se ha dirigido
hacia especies mamiferas, las cuales estén més
estrechamente relacionadas con el hombre. La
comparacifén entre los resultados obtenidos con

invertebrados marinos y con vertebrados mamiferos
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Fig. 3. Secuencia de eventos involucrados en la fertilizacién en mamiferos

Espermatozoides Ovulo
Capacitacién Maduracién a la segunda
i metafase meibtica
Reacci6n acrosomal
Cumufus oophorus

Penetracién de las
envolturas del 6vulo

Ovulaci6n
Zona peldcida

Fusi6n espermatozoide-6vulo

Cambios i6nicos. Ej. Flujo de calcio

Bloqueo de la poliespermia
Continuacién de la meiosis
Fertilizaci6n
Emisi6én del segundo cuerpo polar
Formacién de los prondcleos

Cambios metab&licos: Sintesis de DNA

Unién de los cromosomas haploides
sobre el huso mit6tico

- o Divisién

Bldstula

Liberaci6én del contenido de los grdnulos corticales



arroja como conclusién una serie de diferencias
que se deben probablemente al tipo de fecundacién.
Ademds, puesto gue la fertilizacién en los
mamiferos es interna, &sto hace mis dificiles los
estudios.in vivo.

La diferencia principal que se ha observado entre
los invertebrados marinos y los vertebrados
mamiferos, es que en los primeros no ocurre la
capacitacifn, sino que la reaccién acrosomil se
manifiesta de manera casi instanténea al hacer
contacto el espermatozoide con los componentes

de la capa gelatinosa (Bavister, }980b}¥ Sin
embargo, es importante hacer notar que en ciertas

especies del Phyllum Cnidaria (Campanufaria

g§fexuosa), en las cuales ocurre fecundaci6én interna,

se ha observado un fenfmeno semejante al de la
capacitacién (O'Rand, 1972).

Es indudable que durante el transcurso de la
evolucién se tuvieron gque resolver toda clase de
problemas fisiolégicos y bioguimicos para
conseguir que los gametos llegaran a encontrarse
y fusionarse.  Evidentemente, la reproduccién
sexual tiene muchas ventajas biol6gicas sobre el
tipo de reproduccién asexual, ya que permite una

mayor recombinacién y variabilidad genética, las

12,



II.

cuales aumentan las probabilidades de la super-
vivencia y adaptacién en las diversas coblaciones
animales. Asimismo, parece que la capacitacién
es una adaptacién evolutiva que se desarrollé
paralelamente al proceso de la fecundacién

interna en los mamiferos, y puede ser considerada
como un medio efectivo de seleccién de ganetos
durante el transporte de los espermatozoidcs a-
través de las diferentes regiones del trac:o
reproductor femenino. Los eyaculados de marifero
representan una poblacién heterogénea de células,
en la cual un nGmero de espermatozoideslcon
diferentes estadios de maduracién, son depositados
eﬁ el tracto femenino. La capacitacién puede ser,
por lo tanto, un mecanismo delicado donde s6lo el
espermatozoide en el estadio 6ptimo de su proceso
de maduracién puede penetrar al 6vulo (Chang y

Hunter, 1975).

Capacitacién

Se ha observado en muchas especies de vertebrados
gue, durante la etapa de la reproducci6n, los
espernatozoides del macho son depositados dentro
del tracto reproductor femenino, donde tiene lugar

la fertilizacién. Por otra parte, Austin (1951) y

135



Chang (1951) comunicaron de manera sinultdnea e
independiente, la observacién de que lcs
espermatozoides de conejo no fertilizaban
inmediatamente el 6vulo respectivo, desd>ués de
inseminar a la hembra. Posteriormente, ilustin
(1952) al perfodo de estancia en el tracto reproduc-
tor femenino, necesario para que el esperratozoide
adquiera la capacidad de fertilizar al 6vulo,

lo denominé capacitacién.

Sin embargo, otros estudios posteriores demcstraron
que la capacitacién, per se, del espermatozoide

no lo habilita para fertilizar al 6vulo, sinc que
es tan sb6lo un evento previo para la ocurrencia de
otro fenfmeno involucrado en la fertilizacién y

el cual se conoce como reaccién acrosomal.

En la actualidad se considera a la capacitacién
como aquella serie de eventos que preparan el
espermatozoide para la ocurrencia de la reaccién
acrosomal (Bedford, 1970). El tiempo que dura

este proceso varfa considerablemente entre las
diversas especies (Watkin, 1976), Tabla 1.

Los mecanismos bioquimicos directamente responsables
del proceso de la capacitacién no han sido bien

esclarecidos hasta la fecha. Empero, los eventos

14



TABLA 1. TIEMPO REQUERIDO PARA LA CAPACITACION DE

ESPERMATOZOIDES DE MAMIFERO IN VIVO*

Especie Tiempo (Horas)
Ratén £ 1

Oveija 1.5

Rata 2 3
Hamster 2 4
Cerdo 3 6
Hurdn 35 115
Conejo 5

Rhesus 5 6
Hombre 5 6

*Tomado de Austin,

1974.



que, se han sugerido, ocurren durante este fenémeno
y que permiten la subsecuente reaccibén acrosomal son:
la pérdida de proteinas estabilizantes de la
superficie del espermatozoide (Oliphant y Brackett,
1973); cambios en la fluidez de la membrana
(0O'*Rand, 1977); incremento en los fosfolipidos de
la membrana (O'Rand, 1982); incremento en el nivel
intracelular de AMPc (Rogers y Garcia, 1979). Los
datos que parecen apoyar este Gltimo punto son los
obtenidos por Fraser en 1981, quien observé que el
dbAMPc disminuye el tiempo de capacitacién =n
espermatozoides de ratén. Por otra parte, lcs
resultados obtenidos por Hicks et al. (1972a, 1972b)
sugieren que el AMPc y el flufdo. folicular
favorecen la capacitacién en espermatozoides ce
hombre. Otros autores (Hyne y Garbers, 1981) han
demostrado que es necesaria la presencia de
factores séricos para que ocurra la capacitacién

de espermatozoides de cuyo, en incubaciones a pH
menor de 7.8. Por otra parte, se ha demostrado

que el tiempo necesario para gue se efectde la
capacitacién, 4in vitro, es dependiente de la
naturaleza de los sustratos energéticos adicionados

al medio de incubacién (Rogers y Yanacimachi, 1975b).

16.
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Finalmente, otros autores se han avocado a la
tarea de elucidar la secuencia de los eventos
bioguimicos que ocurren durante la capicitacién
(Meizel, 1978; Yanagimachi, 1977). De 'los
diversos estudios efectuados con mamiferos se
puede concluir que la capacitacién es una
condici6én indispensable para la ocurrenciz
subsecuente de la reaccifén acrosomal y la
ulterior fertilizacibn.

Como se menciond anteriormente, el término
capacitacién se ha definido de varias formas,
pero en el presente trabajo se establecerd como
aquél perfodo de tiempo que debe ser incubado el
eépermatozoide, in vitho, antes de que se lleve
a cabo la reaccifn acrosomal (G&rbers y Kopf,

1980; Hyne y Garbers, 1979%a)

Reaccién acrosomal

El acrosoma del espermatozoide de mamifero és

un organelo que se encuentra ubicado en la regién
anterior de la cabeza del espermatozoide y

contiene enzimas hidroliticas, como la hialuronidasa
(Rogers y Yanagimachi, 1975a). y la acrosina

(Green, 1978), las cuales desempefian un papel
importante durante el proceso de la fertilizacidn.

Este organelo estd constituido, en general, por una
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membrana externa, el contenido acrosomal, la
membrana interna, y el segmento ecuatorial (Meizel,
1978) . Figs. 2 y 4a.

Una vez que el espermatozoide se ha capacitado,
se lleva a efecto la reaccién acrosomal, la que
ocurre en la proximidad o en la capa externa del
huevo (Green, 1978). Yanagimachi y Usui (1974)
han sugerido gue este suceso puede iniciarse en
el borde apical de la cabeza del espermatozoide
(Fig. 4b). Este fenfmeno consiste, bésicamente,
en una fusidn y vesiculacién progresivas qu2
involucran a la membrana acrosomal extefna y a la
membrana plasmédtica que la cubre, lo cual tiene
cémo consecuencia la liberacién de las enzimas
hidrolfiticas del acrosoma. Finalmente, se
fusionan la membrana externa acrosomal residual
y la membrana plasmitica, en la regién anterior
del segmento ecuatorial, lo que permite la
continuidad de la membrana del espermatozoide
(Meizel, 1978), Figs. 4c y 4d.

Yanagimachi y Usui (1974) demostraron gque la
reaccién acrosomal, pero no la capacitacién, es
dependiente de calcio exbgeno. Asi, ellos
sugirieron que el incremento en el calcio libre

del citoplasma ocasiona la fusién de la membrana
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Fig. 4. Representacifn esquemdtica de la reaccifn

acrosomal en el espermatozoide de cuyo.

a.

Cabeza del espermatozoide de cuyo, donde
se puede observar claramente el acrosoma.
Contenido acrosomal no enlazado a la
membrana. M A E - Membrana acrosomal
externa. M A I - Membrana acrosomal
interna. E S A - Espacio sub-acrosomal.
M P - Membrana plasmitica. N - Nidcleo.

M N - Membrana nuclear. S E - Segmento
ecuatorial o collar acrosomal. C P A -
Cubierta o l&mina post—acrOSDmai.

La reaccifén acrosomal puede ser iniciada
en la regién apical del acrosoma (I).

La fusi6n y la vesiculacién gue ocurren
entre la membrana acrosomal externa y la
membrana plasmitica, permiten la
liberacién del contenido soluble del
acrosoma.

Después de la reaccién acrosomal, las
vesiculas son arrojadas exponiendo asi
las enzimas enlazadas a la membrana
acrosomal interna. P F - Punto de fusién
de la membrana acrosomal externa residual

con la membrana plasmédtica a lo largo del

CA -

20,



limite anterior del segmento ecuatorial.
Esta fusi6n estable le permite al
espermatozoide permanecer rodeado por una

membrana continua simple.

21.



plasmdtica y la membrana acrosomal. Uno de los
mecanismos propuestos por estos autores para la
ocurrencia de la fusién de las membranas,

consiste en gue la entrada del calcio a la

célula ocasiona un hinchamiento del acrosoma y
ésto, a su vez, provoca el acercamiento de la
membrana acrosomal a la membrana plasmdtica

(Fig. 4b). Esta tesis fue apoyada por otros
estudios efectuados con el ion6foro A23187, el

cual provoca reaccién acrosomal en presencia de
calcio (Green, 1978).

Se ha comunicado que la fructosa y la glucosa
retardan la reaccién acrosomal de los espermatozoides
de cuyo, capacitados 4{n vd{itro, con piruvato y lactato
como substratos (Rogers y Yanagimachi, 1975b). Por
otra parte, Fraser y_Quinn (1981) encontraron que
la glucosa, pero no el piruvato, ni el lactato, es
necesaria para iniciar la reaccifn acrosomal en
espermatozoides de ratén.

Rogers y Garcia (1979) observaron que la reaccifén
acrosomal en el cuyo se inhibe debido a las altas
corcentraciones de AMPc. Por, el contrario, otros
autores (Hyne y Garbers, 1979b) lograron provocar
la reaccifn acrosomal, bajo las mismas condiciones

de ensayo, en espermatozoides de cuyo, via



concentraciones altas de AMPc. Se ha sugerido,
ademés, que la reaccibén acrosomal puede ocurrir
debido a un incremento en la relacién GMPc/AMPc
(Santos-Sacchi y Gordon, 1970), o bien, a 1la

presencia de proteinas del medio externo, como

la albtmina (Berger y Clegg, 1983).

Nuclebtidos ciclicos y su relacién con los

espermatozoides de mamifero

a. Efectos sobre la movilidad. La observacién
inicial de que los nucle6tidos ciclicos
desempenan un papel importante en la movilidad
de los espermatozoides de mamffero fue
comunicada por Garbers et al, 1971. Se sabe
que el espermatozoide contiene AMPc, GMPc
(Morton y Albagli, 1973; Cascieri et al, 1976;
Garbers et al, 1971; Hyne y Garbers, 1979a),
"y las enzimas necesarias para la sintesis,
degradacién y expresién de estos nucleétidos
(Cascieri et al, 1976; Hyne y Garbers, 1979k;
Morton y Albagli, 1973; Braun, 1975; Mann y
Lutwak-Mann, 1981).

Los primeros estudios que relacionaron la
movilidad del espermatozoide con los

nuclebtidos ciclicos mostraron que los inhibidores



de la PDE, la cafefna, teofilina y papaverina,
asi como también el dbAMPc, mantuvieron la
movilidad de espermatozoides de bovino hasta

por un periodo de cuatro horas, mientras que

el imidazol, un activador de la PDE, inhibié

la movilidad. El hecho de que la movilidad

fue mejorada s6lo ocasionalmente por el AMPc y
de manera muy poco notable por otros nucleé6tidos
ciclicos, llevé a algunos autores (Garbers et al,
1971) a sugerir la existencia de una barrera de
permeabilidad celular a estos nucleétidos.
Posteriormente, se observaron efectos similares
de los inhibidores de la PDE y del AMPc, asi
como de los andlogos de éste, en otras especies
animales. Asi, se ha demostrado una estimulacién
de la movilidad en espermatozoides de cuyo
(Garbers et al., 1982; Frenkel et al., 1973),
bovino (Garbers et al., 1971; Hoskins, 1973),
rata (Turner y Giles, 1982), toro (Lindemann,
1978) , primates (Hoskins et al., 1971) y en

el del hombre (Gorus et al., 1982; Hicks et

al., 1972a, 1972b). Por otra parte, se ha
sugerido que el calcio (HQne y Garbers, 1979%a,
1979b; Yanagimachi y Usui, 1974) y el bicarbo-

nato (Garbers et al., 1982) estén involucrados



en la estimulacién de la movilidad via

activacién de la adenilciclasa y el incremento

en el nivel de AMPc. No se sabe si el calcio
activa la movilidad directamente o utiliza al

AMPc como mensajero, o bien, efectﬁa ambos

procesos, pero lo mis probable es que el

calcio y el AMPc modulen la movilidad del
espermatozoide bajo condiciones fisiol&gicas.

BEfectos sobre el metabolismo. Las relaciones

entre el AMPc y la movilidad de los

espermatozoides es evidente, pero el mecanismo
por el cual los nucleétidos ciclicos afectan
dicha movilidad no estd claro. Para ello, se
han establecido tres proposiciones scbre su
efecto:

1. Existen efectos directos del AMPc intra-
celular sobre el sistema flagelar.

2. El AMPc intracelular provoca la activacién
de una proteincinasa dependiente del mismo
con fosforilacién de una proteina
asociada a la movilidad.

3. Ocurren efectos directos del AMPc extra-
celular a nivel de lalmembrana lo cual
provoca efectos posteriores sobre el
transporte ifénico y la movilidad. (Garbers

y Kopf, 1980).
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En presencia de substratos exbgenos, la
velocidad de la respiracién en el espermatozoide
de mamifero es estimulada por metilxantinas,
AMPc o andlogos de éste (Garbers et al., 1971a;
Li, 1972; Hicks et al., 1972b). Ademds de los
efectos sobre la respiracidén se ha demostrado
gue los inhibidores de la PDE y el AMPc
estimulan la glucélisis en espermatozoides de
toro (Cascieri et al., 197€), cuyo (Frenkel et
al., 1973), y bovino (Hoskins, 1973; Garbers
et al., 1971a).

Por otra parte, paralelo a la estimulacién de
la movilidad por metilxantinas o AMPc en
espermatozoides de bovino se ha observado un
decremento en las concentraciones de ATP
(Garbers et al., 197l1a, 1971b; Hoskins, 1973;
Hoskins y Casillaé, 1975b; Frenkel et .
al., 1973). Para explicar lo anterior Hoskins
y Casillas (1975a) sugirieron la siguiente
secuencia de eventos, después de la adiciébn

de metilxantinas al medio de incubacién de
espermatozoides de bovino: wuna elevacifén en
el nivel de AMPc; induccién de la movilidad
con un incremento resultante en los requeri-

mientos energéticos celulares; una disminucién



en el nivel de ATP y en la carga energética y,
finalmente, una elevacifén en la velocidad
respiratoria o en la fruct6lisis. La
naturaleza de los sitios enzimdticos de la
fructélisis, afectada por la cafeina o el
dbAMPc, no esti muy clara. Sin embargo, existe
un reporte que sugiere gue este control es
ejercido al nivel del gliceraldehido-3-

fosfato deshidrogenasa o de la fosfoglicerato-

cinasa (Hoskins, 1973).

AMP ciclico

Una molécula que desempena un papel regulatorio en
la velocidad de procesos bioguimicos en organismos
tan lejanamente relacionados, en el aspecto
evolutivo, como son las bacterias y el hombre, es
el adenosin-3',5“monofosfato ciclico o AMPc (Pastan,
1972; Makman y Sutherland, 1965). La palabra
ciclico se refiere al hecho de gque los &tomos del
grupo fosfato tienen un arreglo en forma anular
(Fig. 5). Esta molécula actfia como mensajero
quimico, regulando las reacciones enzimidticas en
las cé&lulas que almacenan azficares y grasas;
tanbién estimula la transcripcién de operones
inducibles en E. coli y afecta, ademds, el

crecimiento de células tumorales en cultivo de
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AMP cfclico, asi llamado debido a que el grupo
fosfato, en su molécula, forma un anillo con
los &tomos de carbono a los que se encuentra

enlazado.
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tejidos (Pastan, 1972).

El AMPc se forma a partir del ATP por la acciébn
de la enzima adenilciclasa, la cual estd ligada
a la membrana de la cé&lula. Normalmente, su
actividad es baja y la transformacién de ATP a
AMPc, por medio de la hidr6lisis del pirofosfato,
ocurre a velocidad bastante baja. El1 AMPc, a su
vez, es hidrolizado por una fosfodiesterasa

especifica, liberdndose como producto final el

AMP. Asi:
2+
Mg - - +
ATP Xdenilciclaaa AMPc + PP1 + H
2+
AMPC + H,0 —3d— AMP + H'
PDI

En la figura 6 se muestra el concepto generaiizado
por medio del cual, se ha sugerido, ciertas
hormonas regulan la funcién celular. Este esquema
involucra los conceptos del segundo mensajero,
establecidos por Sutherland et al (Hoskins y
Casillas, 1975a, 1975b). Asi, cuando una hormona
es liberada al torrente sanguineo, actfia como un
primer mensajero; se dirige en seguida hacia la
célula blanco y se enlaza a los sitios receptores
especificos de la misma. Este enlace provoca un

incremento en la actividad de la adenilciclasa.
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Como consecuencia de ésto, se produce AMPc,
utilizando el suministro de ATP endégeno. El
AMPc se difunde libremente a través de la

célula y actda como un segundo mensajero,
induciendo para que responda en una forma
caracteristica (Pastan, 1972). Los niveles
intracelulares del AMPc dependen de sus
velocidades de sintesis y degradacién. Asi, en
muchas cé&lulas la conversiﬁn del AMPc a AMP

es catalizada por la acciﬁn de una o mis enzimas,
conocidas como fosfodiesterasas del AMPc
(Stephens et al., 1979; Hoskins y Casillas,
1975a; Garbers et al., 1971). Estas enzimas son
aceleradas por el imidazol e inhibidas por
metilxantinas (Garbers y Kopf, 1980; Mann y
Lutwak-Mann, 1981; Hoskins y Casillas, 1975a,
1975b) . En los espermatozoides de mamifero, el
metabolismo y funcionamiento del AMPc estg rela-
cionado con el funcionamiento de varias enzimas
que son: La fosfodiesterasa del AMPc 1la cual
provoca la conversién de éste hacia AMP; la
proteincinasa dependiente del AMPc, constituida
por una subunidad catalftica y una subunidad
reguladora; y una fosfoproteina fosfatasa, la
cual desfosforila el producto de la fosforilacibn

de la protefna (Mann y Lutwak-Mann, 1981).
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Un aspecto importante del sistema del segundo

mensajero es que la hormona no necesita entrar en

la cé&lula. Su efecto se realiza sobre la

membrana celular y sus consecuencias biolé&gicas

van mediadas, dentro de la célula, por el AMPc.

En la préctica, se utilizan varios criterios

experimentales, antes de que el sistema del

segundo mensajero pueda ser aceptado como una

parte esencial de cualquier proceso (Singhal y

Sutherland, 1975; Hoskins y Casillas, 1975a).

Se debe demostrar que:

a) El efector activa especificamente a la
adenilciclasa en las preparaciones celulares.

5} El efector debe alterar las concentraciones
intracelulares de AMPc, bajs condiciones
fisiol6gicas, y la respuesta al AMPc debe
preceder al proeéso.

c) Los inhibidores de la PDE deben actuar
sinérgicamente con el efector.

d) Los efectos biol6gicos del efector deben
ser imitados por la adicién de AMPc o de sus
andlogos. Sin embargo, se ha observado gque
el AMPc no penetra fécilménte en las células,
por lo cual se utilizan derivados menos

polares del mismo, como el dbAMPc o el
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8-Br-AMPc, los cuales entran en la célula y son
activos (Garbers et al., 1971).

Esperimentos basados en los criterios antes
mencionados, han demostrado gque el AMPc es el
sequndo mensajero en varios procesos biol6gicos
(Pastan, 1972), Tabla 2.

El hecho mds notable, hasta ahora, es que ninguna
hormona, el primer mensajero en otras células,
ha mostrado provocar una respuesta fisiol6gica
en los espermatozoides de mamifero y provocar
una alteraci6n en la concentracién de AMPc.
(Hoskins y Casillas, 1975a; Mann y Lutwak-Mann,

1981).



HORMONA (S)

TEJIDO

RESPUESTA PRINCIPAL

Hormona estimulante de
melanocitos (MSH)

Hormona paratiroidea

Glucagon, epinefrina
Epinefrina

Norepinefrina

Hormona luteinizante (LH)

Epinefrina

Epinefrina, norepinefrina,

glucagon, ACTH

Hormona antidiurética
(ADH)

Piel de rana

Hueso

Higado
Mdsculo

Cerebro

Ovarios

Coraz6n

Adipocitos

Rinon

Oscurecimiento de
la piel

Reabsorcién de
calcio

Glucogenblisis
Glucogenélisis

Descarga de las
células de Purkinije

Secrecibén de
progesterona

Incremento en las
contracciones

Lip6lisis

Reabsorcién de agua

TABLA 2. Algunos ejemplos de actividades fisiol&gicas que tienen

como factor comdn un incremento en la concentracién

interna del AMPc en el tejido o célula blanco.

34



e e e &

35.

B. ANTECEDENTES

Se ha establecido que durante la capacitacién del
espermatozoide ocurren incrementos en la respiracién,
glucSlisis y la movilidad de dicha cé&lula, aun cuando los
mecanismos bioquimicos asociados con estos procesos no
estdn bien esclarecidos. Los efectos similares que
tienen los nucle6Stidos ciclicos y los inhibidores de la
PDE sobre los espermatozoides han llevado a sugerir gque
aquélios estan involucrados en los procesos de la
capacitacién o la reaccibén acrosomal o en ambos
(Cascieri et al., 1976; Frenkel et al., 1973; Garbers

et al., 1971, 1982; Reyes et al., 1978; Gorus, 1982).
De §arios estudios realizados en espermatozoides de
cuyo se ha comunicado qgg con la adici6én al medio de
incubacifén (MCM), de AMPc o andlogos del mismo, asi
como de inhibidores de la PDE, se afecta de alguna
manera la capacitacifén o la reaccién acrosomal. Asfi,
Hyne y Garbers (1979a) han reportado resultados que
sugieren que la elevacién en el nivel de AMPc no
induce por si misma la re;éciﬁﬁ acrosomal en
espermatozoides de cuyo, sino que al parecer desempena
un papel secundario en la risma. Estos autnres

observaron un incremento notable, dependiente de calcio,



en las concentraciones intracelulares de AMPc durante
los primeros 30 segundos, en diferentes medios de
incubacién (MCM 6 Biggers).

El inicio de la reaccifén acrosomal ocurrié a
diferentes tiempos de incubacién en los distintos medios
siempre que los espermatozoides estuvieran previamente
capacitados. Estos resultados sugieren que la
reacci6n acrosomal estd asociada con un transporte
primario de calcio y un incremento, dependiente del
mismo, en la concentracién intracelular de AMPc, ya que
ni el 8-Br-AMPc, ni la MIX provocaron la reaccién
acrosomal en espermatozoides capacitados en un medio
sin calcio. Empero, ambos compuestos disminuyeron el
fiempo de capacitacién en ausencia del calcio. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Fraser
(1981), guien observd gue al adicionar dbAMPc al medio
de incubacién o incrementando el nivel endbgeno de
AMPc, por adici6n de cafefna al medio de incubacién,
se disminuy6é notablemente el tiempo de la capacitacién
en espermatozoides de ratén.

Por otra pérte, Rogers y Garcifa (1979), reportaron
resultados en los que se observa que con la adicién al
medio de incubacién (MCM) de cantidades milimolares
(1 a 10) de dbAMPc o de inhibidores de la PDE, cafeina

MIX y teofilina, se inhibe la reaccifn acrosomal en
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espermatozoides de cuyo. Estos autores sugirieron que
la reducci6én de los niveles intracelulares de AMPc
puede ser parte del mecanismo de la capacitacién o de
la reaccidén acrosomal. En nuestro laboratorio se han
llevado a cabo experimentos en los que se ha observado
que en los espermatozoides de cuyo preincubados durante
5 minutos en una solucién de Tyrode, semejante a la
solucién Biggers utilizada por Hyne y Garbers (1979),
la reacci6én acrosomal se inicia dentro de los 15 minutos
posteriores a la transferencia de los espermatozoides
a MCM. Asimismo, se ha observado que con el mismo
perfodo de 5 minutos de preincubacién de los espermato-
zoides en una soluci6én de MCM, no ocurre la reaccién
écrosomal en el intervalo de 15 minutos subsecuentes a °*
la transferencia de los espermatozoides a MCM.

De los datos aportados por Hyne y Garbers (1979a),
se observa que el nivel intracelular inicial de AMPc a
los 30 segundos de incubacifn en la solucién de Biggers
es dos veces mayor que el nivel de AMPc que se alcanza
en la solucién MCM. Se podrfa cuestionar si esta
elevacibn intracelular inicial de AMPc estd relacionada
con el tiempo de preincubacifn tan corto que requieren
los espermatozoides en la solucién de Tyrode, para la

posterior ocurrencia de la reaccién acrosomal.



De lo anteriormente mencionado, es evidente que
hasta ahora no existen evidencias concretas y
convincentes que demuestren que la adenilciclasa y su
producto, el AMPc, desempefan su papel de segundo
mensajero durante la capacitacifn o la reaccifn

acrosomal en los espermatozoides de cuyo.
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cC. OBJETIVDO

El prop6sito del presente trabajo es contribuir,

de alguna

obtenidos

manera, a las investigaciones y resultados

anteriormente por otros autores y tratar de

definir el posible papel del AMPc en la capacitacién y

la reaccién acrosomal de los espermatozoides de cuyo.

Para llevar a cabo ésto, se fijaron los siguientes

objetivos:

a)

b)

c)

Examinar el efecto inicial de uno de los
inhibidores de la PDE, probados por Hyne y
Garbers (1979) y por Rogers y Garc;a (1979),
la MiX, sobre la capacitaci@n.

Determinar el efecto de otros diferentes
inhibidores de PDE, la aminofilina y la
papaverina, éste Gltimo uno de los méds
potentes inhibidores de PDE, hasta ahora
probados, sobre la capacitacibn.

Determinar si existe una correlacién entre
las diferentes concentraciones iniciales de
AMPc y el tiempo de capacitacién. Las
evidencias se obtuvieron, de manera indirecta,
adicionando los inhibidores de PDE del AMPc,

asi como un andlogo de este dltimo, el dbAMPc,
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40.

a un medio de incubacidén definido, el MCM,
que permite la capacitacién y la expresién
de la reaccibn acrosomal de los espermatozoides

de cuyo.



i)

ii)

41.

D. MATERIAL ¥ METODOS

Reactivos

Los reactivos en el presente estudio fueron
obtenidos de las siguientes casas comerciales:
piruvato de potasio, lactato de sodio,
(teofilina)2-etilen—diamina (Aminofilina),
6,7-dimetoxi-1l-veratrylisoquinolina (Papaverina),
NG,Oz—dibutiriladenosina—3',5‘—monofosfato
ciclico (dbAMPc) de Sigma Chemical Co.; cloruro
de sodio, cloruro de calcio y bicarbonato de
sodio de J.T. Baker; l-metil-3-isobutilxantina
(MIX) de Aldrich Chemical Co.; pentobarbital de

sodio (Anestesal) de Smith Kline Norden de México.

Medio de cultivo

Se utiliz6 el medio minimo de cultivo (MCM)
descrito por Barros en 1974 (Rogers y Yanagimachi),
1975b) . En su preparaci6n se omitieron la
albimina y la glucosa. Su composicibn es la
siguiente: cloruro de sodio 105.08 mM; cloruro

de calcio 1.71 mM; bicarbonato de sodio 25.07 mM;
piruvato de potasio 0.25 mM; lactato de sodio

20.0 mM. El pH de esta solucién se ajusté a 7.8
con hidr6xido de sodio 0.1 N o con dcido

clorhfdrico 0.1 N.



iii)

Obtencién de los espermatozoides

Se utilizaron cuyos de la especie Cavdia porcella,
debido a que el acrosoma de sus espermatozoides

es lo suficientemente grande para poder ser
observado fdcilmente al microscopio de luz
(Meizel, 1978).

Los cuyos, de mds de 750 g. de peso, fueron
anestesiados por via intraperitoneal con 1 ml de
anestesal por kg de peso. Se extrajeron los
testiculos unidos a los conductos deferentes,
pinzindolos por los extremos, cerca de las
glandulas seminales. Luego se ligaron los
conductos por el lado proximal a los extremos
pinzados y se colocaron rdpidamente en un matraz
con solucién salina de NaCl al 0.9% incluido en

un bafio de agua a 37°C.

En seguida, se disecaron los conductos deferentes,
evitando simultdneamente que se enfriaran,
bafidndolos con la solucién salina.

Finalmente, se les hizo una pequena incisién cerca
del extremo ligado y se introdujo una cnula por
esta abertura para empujar los espermatozoides
fuera del conducto, con una inyeccién 2 ml de NaCl
al 0.9% a 37°C, y se recogieron los espermatozoides

por el extremo unido al epidfidimo, el cual fue

P - |
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cortado inmediatamente antes de la inyeccién

de la soluci6n salina.

iv) Lavado de los espermatozoides
Los espermatozoides de cada conducto deferente
fueron colectados en un tubo de ensaye. Luego se
observaron las diferentes muestras al microscopio
para su selecci6n y se utilizaron Gnicamente
aquéllas en las que se observé buena movilidad de
los espermatozoides y gue adem&s no estuvieron
contaminadas por otras células.
Las muestras seleccionadas se centrifugaron a 600
X g/5 min., a temperatura ambiente. Luego se les
anadi6é 0.5 ml de la solucién salina a 37°C a cada
una de las pastillas y éstas se resuspendieron de
una a otra hasta contenerlas todas en un s6lo
tubo de ensaye. En seguida se centrifugé esta
muestra a 600 x ¢g/5 min., y a la pastilla resultante
se adiciond 2 ml de la solucién salina a 37°C.
Después, se procedié a tomar una muestra alfcuota
de 50 pl de esta mezcla para diluirlos en 1 ml de
Tritén X-100, é&sto dltimo con la finalidad de
disolver los acrosomas y separar los espermatozoides.
En seguida se agit6 en un Vortex y se extrajo una
pequeina muestra alicuota para determinar el ndmero

de espermatozoides en una cémara Neubauer.



v)

Finalmente, se ajust6 el nimero de espermatozoides

6

a una concentracién de 35 x 10 células/ml de

solucién salina.

Incubacién de los espermatozoides

La incubacitn de los espermatozoides se efectué

en un bafio de agua a 37°C. Las suspensiones de
espermatozoides lavadas con la solucién salina

y ajustadas a la concentracién de 35 x 106 células/
ml., se centrifugaron a 600 x g/5 min., se desecharon
los sobrenadantes y a las pastillas se les anadi6

un volGmen de MCM, similar al del sobrenadante
desechado.

Durante los experimentos con los inhibidores de la
PDE, una de las muestras de MCM (1 ml) se mantuvo
intacta, grupo control,mientras que de las demds
muestras se tomaron alicuotas a laé cuales se les
adicionaron determinados volidmenes de aminofilina,
MIX o de papaverina para obtener un voldmen final

de 1 ml de MCM mds el inhibidor de la PDE
respectivo. Los inhibidores de la PDE fueron
disueltos previamente en MCM para obtener finalmente
las concentraciones requeridas. En los experimentos
con dbAMPc se mantuvo, nuevamente, una muestra dc

espermatozoides en MCM intacta (1 ml) mientras que

por otra parte se mantuvieron unas muestras de 0.1



ml de MCM mis dbAMPc, a diferentes concentraciones
(28 a 140 uM), durante un perfodo de 30 segundos,

luego del cual se les anadieron 0.9 ml de MCM y

se mantuvieron asf durante un lapso de 5

minutos. En seguida, se extrajeron muestras
alicuotas de 0.5 ml de los diversos medios y

se centrifugaron a 600 x g/5 min. Se desecharon
los sobrenadantes y a las pastillas se les
adiciond un voldmen de MCM, similar al del
sobrenadante. A estas muestras se les denominé
muestras transferidas. Al resto de las muestras
de espermatozoides sin centrifugar se les
denominé muestras control.

Se llevaron a cabo otros experimentos con
concentraciones altas (1 y 5 mM) de dbAMPc,
pero en esta ocasi6én se incubaron las muestras
de MCM y de MCM mds dbaMPc durante un periodo
de 5 minutos, luego del cual se extrajeron
muestras alfcuotas de 0.5 ml de cada uno de los
medios y se centrifugaron a 600 x g/5 min. Se
desech6 el sobrenadante y a la pastilla se le
adicion6é un voliumen de MCM, similar al del
sobrenadante. A estas muestras las denominamos
muestras transieridas, mientras que a las
muestras sin centrifugar las denominamos

muestras control.
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46.

Finalmente, en la dltima serie de experimentos con
dbAMPc, los espermatozoides fueron preincubados
durante un periodo de 5 minutos en MCM y luego

se tomaron muestras alicuotas para centrifugarlas
a 600 x g/5 min. Se desecharon los sobrenadantes
y las pastillas se resuspendieron en MCM o en MCM
mids dbAMPc, en los mismos volGmenes gue los
sobrenadantes desechados. A estos medios los
denominamos medios de transferencia, mientras que
al medio de preincubacién (MCM) sin centrifugar

lo denominamos medio control. En todos los casos,
el dbAMPc fue previamente disuelto en MCM para o

obtener las concentraciones indicadas.

Valoraci6én de la capacitacién y de la reaccién
acrosomal

En el presente trabajo la capacitacién de los
espermatozoides se estableci6 como aquel périodo
de tiempo que transcurrié a partir del inicio de
la incubacibén (experimentos con IPDE), o bien,
luego de la transferencia de los espermatozoides
(experimentos con dbAMPc), hasta la observaci6n
del inicio de la reaccibén acrosomal. Por otra
parte, la valoracién cualitativa de la roaccibn
acrosomal se llevd a cabo mediante la observacién,

al microscopio, de espermatozoides con las



caracteristicas propias de la R.A. es decir,
espermatozoides sin acrosoma, muy activos en su
movimiento y con una agitacién vigorosa, en forma
de l&tigo, de su flagelo. Mientras que la
valoracién cuantitativa de la R.A. se llevé a cabo
fijando muestras alicuotas, durante el transcurso
de la incubacién, y a tiempos determinados, con
formaldehido al 3%. El conteo posterior de las
muestras fijadas se efectu6é contando dos veces, un
minimo de 200 espermatozoides en una cédmara
Neubauer. El porcentaje de la reaccifén acrosomal

se efectu6 de la forma siguiente:

Nimero de espermatozoides sin acrosoma
Nimero total de espermatozoides

% R.A. X 100

Finalmente, en todos los experimentos las muestras
fueron observadas constantemente al microscopio

con el fin de determinar la viabilidad de los
espermatozoides en los diferentes medios de
incubaci6n. La viabilidad se valor6 por la calidad

de la movilidad de los espermatozoides.

Parémetros estadisticos
En el presente tiabajo se utilizaron las pruebas "t"
de Student para datos pareados y no-pareados

(Sokal y Rohlf, 19832).
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E. RESULTADOS

Efecto de la incubacién de los espermatozoides en MCM

sobre la reacci6n acrosomal

Los espermatozoides de cuyo incubados en MCM, a una

5 c€lulas/ml a 37°C, presentaron

concentracién de 35 x 10
buena movilidad al inicio de las incubaciones. Durante
el transcurso de las mismas, que fue de uﬁ lapso de 2 a 4
horas, se observé que los espermatozoides inicialmente en
forma de empalizadas, que incluian de 3 - 8 o més
espermatozoides, tendfan a agruparse en forma de rosetas,
es decir, cabeza a cabeza, y luego formaban grandes
grumos. Finalmente, se‘observé un movimiento muy activo
en los espermatozoides y una agitacién vigorosa del *
flagelo, en forma semejante a la de un l&tigo, previo a
la ocurrencia de la reacci6n acrosomal, tal como lo
describieron Yanagimachi y Usui (1974).

La viabilidad de los espermatozoides, valorada por
su movilidad, fue de hasta 4 horas como maximo. E1
tiempo de capacitaci6én oscilé entre un intervalo de 45 a

75 minutos, medido por la aparicién de espermatozoides

con reaccibn acrosomal, (Tabla 3).

Efecto de los inhibidores de la fosfodiesteraca sobre

la reacci6n acrosomal
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TABIA 3

TIEMPO DE CAPACITACION OBSERVADO EN PRESENCIA DE LOS

INHIBIDORES DE LA FOSFODIESTERASA

Medio Control

() MCM mds Inhibidores de la Fosfodiesterasa (n)

Aminofilina Aminofilina

(2.5 mM) (5 mv)

I. T.C.: 61.2 = 3.8 78.0% 7.1 84.4% 8.0 (8)
MIX MIX
& (0.1,m) (0.5 mM)

II. T.C.: 63.3 - 4.3 65.0 = 5.4 66.7 £ 5.7 (6)

Papaverina Papaverina Papaverina
(2.5 uM) (5 uM) (10 uM)
III. T.C.: 57.0 £ 7.2 56.7+10.7 56.7%10.7 60.0%7.0 (6)

Los espermatozoides fueron incubados a una concentracién de 35
X 106
los inhibidores indicados, a las concentraciones mostradas en la

cé&lulas/ml a 37°C en MCM como medio control, o en MCM més

Tabla. Los inhibidores fueron afadidos al inicio de la incuba-
cidn,

Los valores mostrados corresponden al tiempo de capacitacién en
minutos ¥ E.S.M.

(n) = NGmero de experimentos



(Teofilina]2 - etilen - diamina (Aminofilina).
La movilidad, fue mejorada por la presencia de este
inhibidor de la PDE pero la viabilidad fue disminuida,

a lo largo del perfodo de incubacién, con respecto al
MCM. Hay que anotar gque se observaron muchos nhcleos
sueltos, cuyo nimero se increment6 conforme fue mayor la
concentracién de aminofilina y conforme transcurria el
perfodo de la incubacién.

El tiempo de capacitacién (inicio de la reaccién
acrosomal), fue mucho més largo} entre mayor fue la
concentracién del inhibidor, con respecto al control
MCM (Tabla 3).

La aminofilina inhibi6 de manera notable la reaccién

acrosomal y su efecto fue dependiente de la concentracién

‘durante todo el transcursc, de la incubacid6n (Figs. 7 y 8).

Los resultados, luego de 3 horas de incubacién, mostraron
un porcentaje de aproximadamente 64% de reaccién acrosomal
en ausencia de aminofilina, (en MCM), contra menos del 35%
(P < 0.05) en presencia de 2.5 mM de-aminofilina (Fig. 7).
Asimismo, se observé menos del 20% de R.A. (P < 0.05)
cuando se incubaron los espermatozoides en presencia de

5 mM de aminofilina, (Fig. 8). Empero, a la concentracién
de 10 mM de aminofilina no se observé R.A. en ninguno de

los experimentos efectuados.
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Fig. 7.

1
90 120 150 180

TIEMPO DE INCUBACION (MINUTOS)

Efecto de la aminofilina 2.5 mM sobre la reaccién acrosomal
en espermatozoides de cuyo.

Los espermatozoides fueron incubados en MCM (o0—o), y en
MCM - 2.5 mM aminofilina (A&—A). El inhibidor se anadié

al inicio de la iiicubacién. La R.A. se valord a los
tiempos indicados en la abscisa, en muestras fijadas con
formaldehido, como se indic6é en lMétodos.

Los porcentajes de R.A. corresponden a los valores promedio
del nGmero de experimentos indicados entre paréntesis * ESM
dado en las barras verticales.
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TIEMPO DE INCUBACION (MINUTOS)

Efecto de la aminofilina SmM sobre la reaccién acrosomal
en espermatozoides de cuyo.

Los espermatozoides fueron incubados en MCM (o—o0), y en
MCM - 5 mM de Aminofilina (&—A). E1l inhibidor se anadié
al inicio de la incubacién. La R.A. se valor6, a los
tiempos indicados en la abscisa, en muestras fijadas con
formaldehido, como se indica en Mé&todos.

El porcentaje de R.A. corresponden a los valores promedio,
del nfimero de experimentos indicados entre paréntesis T
ESM dado en las barras verticales.
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1-Metil—B—iéobutilxantina (MIX). El tiempo de
capacitacién observado en presencia de este inhibidor,

a las concentraciones de 0.1 y 0.5 mM, fue similar al
observado en el control MCM, (Tabla 3). Igual que con
la aminofilina, el movimiento de los espermatozoides fue
estimulado y la viabilidad disminuida por la presencia
de este inhibidor de la PDE.

Este compuesto también inhibié la reaccibén acrosomal
durante todo el transcurso de la incubacién y su efecto
inhibitorio fue m&s notable entre mayor fue lé concentra-
€ibn utilizada (Figs. 9 y 10). Los resultados, después
de 3 horas de incubacién, mostraron que la R.A. fue de
aproximadamente 52% en ausencia de MIX c0n£ra menos del
40% (P < 0.05) en presencia de 0.1 mM de MIX (Fig. 9).
Menos de 35% R.A. (P < 0.35} se observ6 cuando se
incubaron los espermatozoides en presencia de 0.5 nM de
este inhibidor de la PDE (Fig. 10).

6,7-Dimetoxi-l-veratrylisoquinolina (Papaverina).
El movimiento de los eSpermatozoides'incubados en MCM
mas papaverina, fue mis lento que el de los espermato-
zoides incubados en MCM, al,iniqio de las incubaciones.
Sin embargo, durante el curso de la incubacién el
movimiento fue mejorando, hasta igualar el de los
espermatozoides incubados en MCM para luego declinar

de manera notable hasta quedar totalmente inméviles.
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90 . 120 ' 150 180

TIEMPO DE INCUBACION (MINUTOS)

Efecto de la l-metil-3-isobutilxantina (MIX-0.1) sobre la
reaccién acrosomal en espermatozoides de cuyo.

Los espermatozoides se incubaron en MCM (o—o0), y en MCM -
0.1 mM de MIX (A—A). Fl inhibidor se afadié al inicio

de la incubaci6n. La reaccién acrosomal se valoré a los
tiempos indicados, en la abscisa,en muestras fijadas con
formaldehido, como se indicé en Métodos.

El porcentaje de R.A. corresponde a los valores promedjo -
del ndmero de experimentos indicados entre paréntesis -
ESM dado en las barras verticales.
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TIEMPO DE INCUBACION (MINUTOS)

Efecto de la l-metil-3-isobutilxantina (MIX-0.5) sobre
la reaccién acrosomal en espermatozoides de cuyo.

Los espermatozoides fueron incubados en MCM (o—o) y en
MCM - 0.5 mM de MIX (&—A). EL inhibidor se anadi6 al
inicio de la incubacién. La R.A. se valoxrd, a les

tiempos indicados en la abscisa, en
con formaldehido, como se indica en
El porcentaje de R.A. corresponde a
promedio del nimero de experimentos
paréntesis ¥ ESM dado en las barras

muestras fijadas
Métodos.

los valores
indicados entre
verticales.



Asi, la viabilidad fue de un tiempo midximo de 3 horas,
valorada por la movilidad de los espermatozoides. El
tiempo de capacitacién fue simultdneo para las
diferentes concentraciones de papaverina, respecto a
los espermatozoides incubados en MCM (Tabla 3).

Este compuesto también inhibié la R.A. a
concentraciones mil veces menores que las probadas de
MIX o de aminofilina. Su efecto, al igual que el de
los otros inhibidores de la PDE, fue m&s notable

entre mayor fue la concentracifn utilizada en el medio,

a cualquier tiempo de la incubacién (Figs. 11, 12 y 13).

Después de 3 horas de incubacién los resultados
mostraron aproximadamente un 49% de R.A. en ausencia de
papaverina contra menos de 34% de R.A. (P < 0.05) en
presencia de 2.5 uM de papaverina (Fig. 11), mientras
que a la concentracién de 5 pyM del inhibidor se obtuvo
menos del 26% de R.A. (P < 0.05, Fig. 12). Finalmente,
a la concentfaciﬁn de 10 uM de papaverina el porcentaje
de R.A. fue menor del 23% (P < 0.05), como se indica

en la Fig. 13.

-

Efecto de concentraciones bajas de dbAMPc durante una

preincubacién corta sobre la capacitacion y la reaccién

acrosomal

Se procedifé a probar este andlogo del AMPc, con el

56
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TIEMPO DE INCUBACION (MINUTOS)

i -

Efecto de la papaverina 2.5 pM sobre la
reaccién acrosomal en espermatozoides de cuyo.
Los espermatozoides fueron incubados en MCM
(o0—o0) y en MCM - 2.5 uM de papaverina (&A).
El inhibidor ce anhadié al inicio de la
incubacién. La R.A. se valorS6 a los tiempos
indicados en la abscisa, en muestras fijadas
con formaldehido, como se indica en Métodos.
El porcentaje de R.A. corresponde a los valo-
res promedio del ntmero, de experimentos indi-
cados entre paréntesis - ESM dado en las .barras
verticales.
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TIEMPO DE INCUBACION (MINUTOS)

Efecto de la papaverina 5 uM sobre la
reaccién acrosomal en espermatozoides de
cuyo.

Los espermatozoides fueron incubados en
MCM (o—o) y ein MCM -~ 5 pM de papaverina
(A—A). El1 inhibidor se anadié al inicio
de la incubacién. La R.A. se valoré a
los tiempos indicados en la abscisa, en
muestras fijadas con formaldehido, como
se indica en Métodos.

El porcentaje de R.A. corresponde a los
valores promedio del nGmero de experimen-
tos indicados entre paréntesis f ZsM dado
en las barras verticales.
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TIEMPO DE INCUBACION (MINUTOS)

rfecto de la papaverina 10 uM sobre la
reaccifén acrosomal en espermatozoides

de. cuyo.

Los espermatozoides fueron incubados en
MCM (o0—o0) y en MCM - 10 uM de papaverina
(&X—A). E1 inhibidor se anadié al ini-
cio de la incubacién. La R.A. se valoré
a los tiempos indicados en la abscisa, en
muestras fijadas con formaldehido, como

" se indica en Métodos.

El porcentaje de R.A. corresponde a los
valores promedio del nfimero de experi-
mentos indicados entre paréntesis - ESM
dado en las barras verticales.



objeto de obtener evidencias m&s convincentes del efecto
de este nucleStido sobre la capacitacién y la reaccién
acrosomal.

Los espermatozoides de cuyo fueron incubados en
un volumen de 0.1 ml de MCM mi&s dbAMPc, a diferentes
concentraciones (28, 56, 84 y 140 uM) durante un
periodo de 30 segundos, luego del cual se les anadié MCM
(0.9 ml) y se mantuvieron asi durante un lapso de 5
minutos. Enseguida, se extrajeron muestras alicuotas
de 0.5 ml de los diversos medios y se centrifugaron, como
se describi6 en Métodos. A las pastillas se les adiciond
MCM (muestras transferidas), mientras que al resto de
la muestra de espermatozoides sin centrifugar se le
consider6 como grupo control. Luego se procedi6 a
determinar la reaccién acrosomal, tanto cualitativa como
cuantitativamente a partir de la transferencia de los
espermatozoides a MCM, (como se indica en Métodos).
El inicio de la reaccién acrosomal fue simultdneo en
todas las muestras transferidas. Lo mismo ocurri6 en
todas las muestras control (no transferidas). Sin
embargo, en los espermatozoides transferidos la R.A.
aparecif antes que en las correspondientes muestras
control (Tabla 4). Asi, en las muestras transferidas
el tiempo de capacitacibn fue de aproximadamente de 43

minutos, mientras que en el control fue de 62 minutos,

TP
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TABLA 4

EFECTO DE CONCENTRACIONES BAJAS DE dbAMPc DURANTE
UNA PREINCUBACION DE 5 MINUTOS, CON DILUCION A LOS
30 SEGUNDOS INICIALES, SOBRE LA CAPACITACION DE LOS

ESPERMATOZOIDES DE CUYO

Medio de Muestra Muestra
Preincubaci6n Control Transferida
MCM  61.7 % 7.4 i3:5F g8
MCM + dbAMPc (28 M) 61.7 £ 7.4 43.3 % 4.5
MCM + GbAMPc (56 uM) 517 £ 7.4 43.3 ¥ 4.5
MCM + dbAMPc (84 uM) 0 B 3.3 8 4.8
MCM + dbAMPc (140 uM) 61.7 £ 9.4 43.3 % 4.5

Los espermatozoides fueron preincubados a 37°C en
MCM y en MCM + dbAMPc a las concentraciones indica-
das, 30 segundos después se les adicion6 MCM (di-
luci6én 1:10) y se mantuvieron asi durante 5 minutos.
Se tomaron muestras alicuotas de 0.5 ml para
centrifugarlas y a las pastillas se les agregd un
volumen de MCM similar al del sobrenadante des-
echado (muestras transferidas). A las muestras sin
centrifugar se les denomind muestras control.

Los valores mostrados corresponden al tiempo de
capacitacién, en minutos b E.S.M., contado a par-
tir de la transferencia,

Los valores corresponden al promedio de tres
experimentos.



aproximadamente.

El porcentaje de R.A. después de 2 horas de
incubacién fue mayor en las muestras transferidas, 45%
aproximadamente, con respecto a sus correspondientes
muestras control, donde se observ6 un 35% de R.A.
aproximadamente, (Tabla 5, Fig. 14).

La movilidad fue notablemente estimulada por este
andlogo del AMPc, pero la viabilidad, valorada por la
movilidad de los espermatozoides, no fue mayor de 2 1/2
horas, mientras que en los confroles siempre fue mayor

de 3 horas.

Efecto de concentraciones altas de dbAMPc sobre la

capacitacién y la reaccién acrosomal

En esta serie de experimentos, los espermatozoides
%

fueron incubados en MCM mé&s dbAMPc a concentraciones de
l y de 5 mM, durante un perfodo de 5 minutos. En
seguida, se extrajeron muestras alicuotas de 0.5 ml de
cada una de los medios y se centrifugaron. A las pastillas
se les adicion§ MCM, (muestras transferidas), mientras
que el resto de las muestras de espermatozoides sin
centrifugar se les mantuvo coﬁo‘grupo control. E1
tiempo de capacitacién fue simult&neo en las muestras
control, a loc 60 mirualos de inculbacidén aproximzadamente.
Lo mismo ocurrié en las muestras transferidas, en las

que se observ6 un tiempo aproximado de 45 minutos. Es
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TABLA 5

EFECTO DE CONCENTRACIONES BAJAS DE dbAMPc DURANTE
UNA PREINCUBACION DE 5 MINUTOS, CON DILUCION, A LOS
30 SEGUNDOS INICIALES, SOBRE LA REACCION ACROSOMAL

EN ESPERMATOZOIDES DE CUYO

% de Reacci6n Acrosomal 2 E.S.M.

Medio de Muestra Muestra
Preincubacién Control Transferida
MCM 39.7%¥8.5 44.0% 1.6
MCM + dbAMPc (28 uM) 35.0 £ 4.8 s50.3 % 10.7
MCM + dbAMPc (56 M) 38.0 ¥ 6.1  43.3% 8.3
MCM + dbAMPc (84 uM) 29.5 2.9 40.5% 6.5
MCM + dbAMPc (140 uM) d0.1 g4 w33t 1.0

Los espermatozoides fueron preincubados a 37°C en
MCM y en MCM + dbAMPc a las concentraciones indica-
das, 30 segundos después se les adicioné MCM (dilu-
cién 1:10) y se mantuvieron asi durante 5 minutos.
Se tomaron muestras alicuotas de 0.5 ml para
centrifugarlas y a las pastillas se les agregé un
volumen de MCM similar al del sobrenadante des-
echado (muestras transferidas). A las muestras
sin centrifugar se les denominé muestras control.
Los valores mostrados del % de reaccién acrosomal
fueron determinados en muestras alfcuotas fijadas

a las 2 horas dc incukasibn contadas a partir de

la transferencia de los espermatozoides.

Los valores corresponden al promedio de tres
experimentos.



60

452

30

15

64.

Fig. 14.

28 56 84 140 -
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Efecto de concentraciones bajas de dbAMPc, durante
una preincubacifn corta, sobre la reaccidn
acrosomal en espermatozoides de cuyo.

Los espermatozoides se preincubaron a 37°C en MCM
y en MCM + dbAMPc, a las concentraciones indicadas.
30 Segundos después, se les adiciond MCM (dilucién
1:10) y se mantuvieron asi durante 5 minutos. Se
tomaron muestras alicuotas para centrifugarlas y a
las pastillas se les agregd un volumen de MCM
similar al del sobrenadante desechado (muestras
transferidas, &—A). A las muestras sin centrifugar
se les denomind muestras control (o—o). Los va-
lores corresponden al promedio de 3 experimentos -
ESM.



decir, en las muestras transferidas el inicio de la
reaccifén acrosomal aparecié antes que en sus
correspondientes muestras control (Tabla 6).

Los resultados, luego de 15 minutos del inicio
de la reaccifén acrosomal, mostraron un efecto inhibitorio
sobre la R.A., dependiente de la concentracién de dbAMPc.
Este efecto se observ6 tanto en el grupo control como en
las muestras transferidas (Tabla 7).

Por otra parte, se observé que el movimiento de los
espermatozoides fue estimulado por la presencia de este
nucleb6tido en el medio de incubacibén. Sin embargo, la
viabilidad no fue mayor de 2 1/2 horas en presencia del
nuclebétido, mientras que en los MCM control y transferido

.

fue siempre mayor de 3 horas.

Valoracién de la reaccifn acrosomal en espermatozoides

preincubados en MCM y transferidos a MCM mas dbAMPc

Con el objeto de observar si el incremento de los
niveles de AMPc pudiera estimular la expresién de la
reaccién acrosomal en espermatozoides capacitados, se
anadié dbAMPc a concentraciones variables (28 utli, 1 y 5
mM) al medio de transferencia MCM. De los datos obtenidos
en nuestro laboratorio, sabemos que generalmente una
preincubacién de 5 minutos en MCM no permite la
ocurrencia de la reaccibn acrosomal en espermatozoides

transferidos a MCM. En base a ésto, nosotros quisimos

65.
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TABLA 6

EFECTO DE CONCENTRACIONES ALTAS DE dbAMPc
DURANTE UMA PREINCUBACION DE 5 MINUTOS SOBRE LA
CAPACITACION DE LOS ESPERMATOZOIDES DE CUYO

Medio de Muestra Muestra
Preincubaci6n Control Transferida
MCM 61.7 £ 7.4 43.3 ¥ 4.5
MCM + dbAMPc (1 mM) 60.0 b 2.9 50.0 £ 5.9
MCM + AbAMPc (5 mM) 58,3 £ 1.7 20.0 ¥ 5.9

Los espermatozoides fueron preincubados a 37°C,

en MCM y en MCM mis dbAMPc a las concentraciones
indicadas, durante un periodo de 5 minutos. Se
tomaron muestras alfcuotas de 0.5 ml para centri-
fugarlas y a las pastillas se les agregé un volu-
men de MCM similar al del sobrenadante desechado
(muestras transferidas). Las muestras sin centri-
fugar fueron las muestras control.

Los valores mostrados corresponden al tiempo de
capacitacién en minutos = E.S.M., contado a partir
de la transferencia.

Los valores corresponden al promedio de tres

experimentos.
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TABLA 7

EFECTO DE CONCENTRACIONES ALTAS DE dbAMPc
DURANTE UNA PREINCUBACION DE 5 MINUTOS SOBRE LA
R.A. EN ESPERMATOZOIDES DE CUYO

% de Reaccibn Acrosomal © E.S.M.

Medio de Muestra Muestra
Preincubaci6n Control Transferida
MCM 7.3 T 3.0 24.0 ¥ 5.2
MCM + GbAMPc (1 mM) 910 ¥ 1.8 1.7 T Bal
MCM + dbAMPc (5 mM) 15.0 £ 2.9 14,7 & 3.7

Los espermatozoides fueron preincubados a 37°C, en
MCM y en MCM m&s dbAMPcra las concentraciones in-
dicadas, durante un perifiodo de 5 minutos. Se to-
maron muestras alicuotas de 0.5 ml para centrifu-
garlas y a las pastillas se les agreg6 un volumen
de MCM similar al del sobrenadante desechado.
(muestras transferidas). Las muestras sin centri-
fugar fueron las muestras control.

Los valores mostrados del % de reaccién acrosomal
son de muestras alicuotas fijadas 15 minutos des-
pués de la aparicidn de espermatozoides con reac-
cién acrosomal.

Los valores corresponden al promedio de tres
experimentos.



probar si la presencia de dbAMPc en el medio de
transferencia podria permitir la expresif6n de la
reaccién acrosomal. Asi, los espermatozoides fueron
preincubados durante un lapso de 5 minutos en MCM,
luego del cual se tomaron muestras alicuotas para
centrifugarlas. Las pastillas se resuspendieron en MCM
o en MCM mi&s dbAMPc en el mismo volumen gue el sobre-
nadante desechado. Ademds, se mantuvo una muestra en
MCM sin transferir.

La movilidad de los espermatozoides transferidos
a MCM mds dbAMPc fue mds estimulada entre mayor fue la
concentracién de dbAMPc en el medio, con respecto a los
mantenidos en MCM o los transferidos a MCM. La
viabilidad, valorada por la movilidad, no fue mayor de ;
2 1/2 horas en los espermatozoides transferidos a MCM
més dbAMPc, mientras gue en los MCM fue mayor de 3 horas.

El tiempo de capacitacién de los espermatozoides
transferidos a MCM o a MCM - dbaMPc fue similar
(aproximadamente 40 minutos), mientras que en el MCM
sin transferir fue de aproximadamente de 60 minutos
(Tabla 8). Por otra parte, luego de 2 horas de
incubaci6n se obtuvo un porcentaje de aproximadamente
42% de R.A. para la muestra transferida a MCM asi como
para las transferidas a MCM mas dbAMPc, a concentraciones
variables, mientras que en la muestra sin transferir se

observ6 un 33% de R.A. (Tabla 8).
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TABLA 8

TIEMPO DE CAPACITACION Y PORCENTAJE DE R.A. EN ESPERMATOZOIDES
DE CUYO, PREINCUBADOS 5 MINUTOS EN MCM
Y TRANSFERIDOS A MCM MAS dbAMPC

Medio de s Tiempo de
3 . Medio de ; 3 % R.A.
Preincubaci6n ; Capacitacién +
Y E.s.M.
(Control) e (Minutos * E.S.M.) S
MCM Sin " "
Transferir 6l.6 - 1.7 33.0 - 4.7
MCM MCM 38.9 T g4 #6.8 T 7.8
MCM MCM + AbAMPC 40.0 ¥ g.8 80.7 L 4.9
(28 uM)
MCM MCM + dbAMPC 36.7 £ 6.1 45.0 ¥ 2.1
(1 mM)
MCM MCM + dbAMPc 367 £ &3 3.7 % 4.7
(5 mM)

Los espermatozoides fueron preincubados a 37°C en MCM, durante un
lapso de 5 minutos. Luego se tomaron muestras alicuotas para
centrifugarlas y a las pastillas se les adicion6 MCM o MCM méds
dbAMPc, a las concentraciones indicadas en la tabla, en un volumen
igual al del sobrenadante desechado (medio de transferencia). E1
medio de preincubacifn sin centrifugar funcioné como grupo control.
Los valores mostrados del tiempo de capacitacién corresponden a los
minutos transcurridos desde la transferencia hasta el inicio de la
reaccién acrosomal. El % de reaccif6n acrosomal se valor6 en mues-
tras alfcuotas fijades a las 2 horas de incubacién contadas a par-
tir de la transferencia.

Los valores corresponden al promedio de tres experimentos.
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F. DISCUSION

El prop6sito del presente trabajo fue el de
determinar la relaci6n existente entre los niveles
intracelulares elevados de AMPc, respecto a la capa-
citacién y la reaccién acrosomal en espermatozoides
de cuyo. El medio de incubacién que utilizamos en
nuestros experimentos permite que los espermatozoides
se capaciten y presenten reaccién acrosomal fisiol&6-
gica (Yanagimachi y Usui, 1974; Rogers y Yanagimachi,
1975b) . Puesto que las metilxantinas, tales como la
aminofilina y la MIX, ademds de la papaverina, pueden
provocar una elevacién intracelular de AMPc, por medio
de la inhibiciﬁn de la fosfodiesterasa, nosotros
utilizamos estos compuestos para determinar, de manera
indirecta, el papel del AMPc durante los procesos de
la capacitacién y de la reaccién acrosomal. Sin
embargo, para valorar de manera m&s directa la in-
fluencia del AMPc sobre estos par&metros, los esper-
matozoides fueron incubados en presencia de un andlo-
go de este nucleftido, el dibutiril-AMPc.

Los efectos de los nucle6tidos ciclicos ex6genos
pueden verse complicados por su bajo grado de permea-
bilidad hacia el interior de la célula, o bien, por su

rdpida hidr6lisis por parte de la fosfodiesterasa.
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Sin embargo, se ha demostrado que el dbAMPc es mis
efectivo que el AMPc, en estudios 4{n vditro, debido a
que es maé resistente a la hidr6lisis por parte de la
fosfodiesterasa y, ademds, a su solubilidad en lipidos,
lo cual lo hace mis permeable a las membranas celulares.

Se han comunicado resultados que sugieren que la
elevacién del AMPc intracelular, por medio de la incu-
bacidn de los espermatozoides con inhibidores de la PDE o
con andlogos del AMPc, estimula la movilidad y la
capacitacién de estas células, {h vitro (Hoskins y
Casillas, 1975b).

Hyne y Garbers (1979a) obtuvieron resultados en
los que se observa una correlaci§n entre ios niveles
endbgenos elevados de AMPc, inducidos por MIX y calcioy
y la ocurrencia de la regccién acrosomal en espermato-
zoides de cuyo, capacitados 4n vd{{fro. Ellos sugirieron
que la elevacién intracelular de AMP no provocaba,
por si misma, la reaccién acrosomal. Estos autores se
apoyaron en la observacién de que, no obstante un
notable incremento en el nivel intracelular de AMPc,
dentro de los primeros 30 segundos de incubacién de los
espermatozoides, en diferentes medios, la reaccién
acrosomal no ocurrié a menos que los gametos estuvieran
previamente capacitados, mediante una incubacifn en MCM

o en MCM anadido de 8-Br-AMPc o MIX. En estas condiciones,
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la reaccién acrosomal, acompanada de una segunda
elevaci6n de BAMPc intracelular, se present6 en respuesta
a la adici6n de calcio al medio. Ademds, se observé
que el 8-Br-AMPc y la MIX disminuyeron el tiempo de
capacitacién, ya que la aparicién de la reaccién
acrosomal, en respuesta a la adicién de calcio a los
medios de incubacién, conteniendo estos compuestos,

fue mucho mds temprana. Asf, estos autores sugirieron
que la reaccibén acrosomal estaba asociada con un
transporte primario de calcio y con un incremento,
dependiente del mismo, en la concentracién intracelular
de AMPc.

Sin embargo, Rogers y Garcia (1979) comunicaron
gue la incubacibén de los espermatozoides de cuyo,
durante un lapso de 4 horas en un medio capacitante
(MCM) , semejante al utilizado por Hyne y Garbers
(1979a) y por nosotros también, conteniendo dbAMPc o
inhibidores de la PDE (cafeina, MIX o teofilina) a
concentraciones de 1 a 10 mM, provocaba la inhibici6n
de la reacci6n acrosomal. El efecto inhibitorio de
estos compuestos fue md&s notable entre mayor fue 1la
concentracién de los mismos. Asi, estos autores
sugirieron que, en la capacitacién y en la reaccibn
acrosomal podria estar involucrada una disminucidén en

el nivel intracelular de AMPc.



En el presente estudio, se observd que la
movilidad de los espermatozoides fue estimulada por el
dbAMPc, asi como por los inhibidores de la PDE probados,
(aminofilina, MIX y papaverina), lo que concuerda con
otros trabajos anteriores (Turner y Giles, 1982; Gorus
et al., 1982; Hoskins y Casillas, 1975b). Sin embargo,
en nuestros experimentos la viabilidad de los
espermatozoides, tratados con los compuestos mencionados,
fue siempre menor de 2% horas, mientras que en MCM fue
siempre mayor de 3 horas. Estos resultados difieren de
los obtenidos por Rogers y Garcia (1979), ya que ellos
observaron una viabilidad mayor de 4 horas, en los
espermatozoides de cuyo incubados en MCM o bien, en MCM
mas los inhibidores de la PDE. Es posible que esta
discrepancia se deba a una diferencia en los
procedimientos de experimentacién.

En el presente estudio, se observd que el tiempo
de capacitacién de los espermatozoides no se alterd
por la incubacifén de los mismos en presencia de dbAMPc,
papaverina o MIX. Sin embargo, en presencia de amino-
filina, el tiempo de capacitacién se retras6 respecto al
observado en el control, y este retraso fue directamente
proporcional a la concentracifn de aminofilina en el
medio de incubacién (Tabla 3). Contrariamente a estos

resultados, Hyne y Garbers (1979a) observaron una
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disminucién en el tiempo de capacitacién de los
espermatozoides de cuyo, incubados en presencia de
8-Br-AMPc o de MIX. Quizd esta discrepancia se deba
a los distintos andlogos del AMPc utilizados por estos
autores y por nosotros. Se sabe gque los andlogos de
este nucleétido ciclico difieren en su grado de
permeabilidad hacia el interior de la cé&lula, y en su
resistencia a la hidr6lisis por parte de la fosfo-
diesterasa. También, es vosible atribuir la diferencia
a que, en nuestras condiciones de incubacién, el calcio
fue anadido desde el inicio de la misma y es improbable
que, en estas condiciones, haya ocurrido una segunda
elevacién intracelular dréstica de AMPc que, seg(n estos
autores, ocurre con la adicién de calcio al medio,
después de un cierto tiempo de incubacién de los
espermatozoides. Esta segunda elevacibén de AMPc interno
provocaria, a su vez, la reaccifén acrosomal. Por otra
parte, Fraser (1981) observé también una disminucién
en el tiempo de capacitacibén de los espermatozoides de
ratén, incubados en presencia de dbAMPc o de cafefina,
pero en este caso, es posible que la discrepancia se
deba a la diferencia entre las especies con las que
se experimenté.

No obstante las discrepancias entre los resultados
obtenidos por los autores arriba mencionados, y los

obtenidos por nosotros, no se debe descartar la teoria
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segln 1a cual, el AMPc desempefia un papel modulatorio,
secundario, durante el proceso de la capacitacibn
(Perrault y Rogers, 1982). En nuestros experimentos
nosotros observamos que, cuando los espermatozoides
fueron preincubados durante un lapso de 5 minutos en
MCM y, posteriormente, transferidos a MCM mas dbAMPc,

a diferentes concentraciones (28 uyM, 1 mM v 5 m¥), no se
obtuvo ninguna diferencia en el porcentaje de R.A.,
respecto al control, despues de 2 horas de incubacién,

a partir de la transferencia (Tabla 8). Asimismo,
cuando los gametos fueron preincubados, durante 30
segundos, en MCM mas diferentes concentraciones de
dbAMPc, (28, 56, 84 y 140 uM), y dilufdos, y finalmente
transferidos a MCM, tampoco se observ6 ninguna diferen-—;
cia en el porcentaje de R.A. después de 2 horas de
incubacién, respecto al control (Tabla 5, Fig. 14).
Finalmente, cuando los espermatozoides fueron preincu-
bados en MCM mas dbAMPc (1 y 5 mM), durante un lapso

de 5 minutos, y luego transferidos a MCM, se observé
que la inhibicién de la R.A., después de 15 minutos del
inicio de la misma, fue dependiente de la dosis del
nucle6tido. Es decir, hubo un menor porcentaje de R.A.
entre mayor fue la concentracién de dbAMPc en el medio
de preincubacién (Tabla 6). Estos resultados concuerdan

con los obtenidos por Rogers y Garcfa (1979) respecto a



la inhibici6én de la R.A., de los espermatozoides de cuyo,
en presencia de dbAMPc.

En el presente estudio, nuestros resultados mostraron
que los inhibidores de la PDE, asf como también el dbAMPc,
presentes en el medio desde el inicio de la incubacién,
inhibieron la R.A. desde el inicio de la misma hasta el
final de la incubacién, en los espermatozoides de cuyo,
bajo condiciones de capacitacién 4n vdifro. De esta manera,
se puede sugerir gue los niveles intracelulares elevados
de AMPc, ejercen un efecto inhibitorio sobre la reaccién
acrosomal, que pudiera ser el resultado de una inhibici6n
de la capacitacibn, en espermatozoides de cuyo, ya gue -
los inhibidores de la PDE incrementaron, tefricamente,
el nivel intracelular de AMPc, mientras que el dbAMPc
pudo contribuir de una forma mds directa a la elevaci6n
intracelular de AMFc.

Rogers y Garcia (1979) sugirieron qgue los niveles altos
de AMPc intrécelular pueden inhibir la capacitacién o

la reaccién acrosomal, mediante la estimulacién de algfn
tipo de metabolismo anaerfbico. Esto es apoyado por el
hecho de gue los azficares giicolizables aumentan el
tiempo de incubacidén necesario para la aparicién de la
R.A., en espermatozoides de cuyo (Rogers y Yanagimachi,

1975b) , y por las evidencias de que el AMPc activa una
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fosfofructocinasa, la cual estd involucrada en el control
de la gluc6lisis en los espermatozoides de primate
(Hoskins et al:, 1971). De los resultados obtenidos por
nosotros, se puede sugerir que, durante la capacitacién
de los espermatozoides de cuyo, las altas concentraciones
intracelulares de AMPc, en presencia de calcio desde el
inicio de la incubacién, son perjudiciales para estas
células. La preincubaci6n, durante 5 minutos, de los
espermatozoides en presencia de altas concentraciones

de dbAMPc, probablemente elevé el nivel intracelular de
AMPc. Sin embargo, la ausencia de R.A. dentro de los
primeros 15 minutos despues de la transferencia de los
gametos a MCM, indica que los 5 minutos de preincubaci6n,
en las condiciones de ensayo senaladas, no fueron sufi-
cientes para capacitar a estas células. Esto es apoyado
por el hecho de que los espermatozoides transferidos a
MCM, después de la preincubaci6n de los mismos, en MCM
mas dbAMPc, mostraron inhibicién de la R.A. a las 2 horas

después de la transferencia, con respecto al control.

Fraser (1981) ha sugerido que el AMPc intracelular requiere

de cierto tiempo y/o de cierta concentracién umbral, para

tener algGn efecto sobre la reaccién acrosomal.

Nosotros consideramos que deberian efectuarse estudios

sobre el contenido de AMPc intraespermdtico, durante la

capacitacién {n vitro, en presencia de inhibidores de la



PDE, con y sin calcio en el medio de incubaci6n. Tales
estudios podrian establecer si el AMPc estd involucrado
directamente en la inhibicién de la reaccibén acrosomal,
observada en el presente estudio, y si esta inhibicién
fue debida a un efecto negativo del AMPc sobre la
capacitacién, o bien, a un efecto directo sobre la

reaccibn acrosomal.
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G. CONCLUGSIONES

De los resultados y observaciones obtenidos en
el presente estudio, mediante la utilizacién de un
andlogo del AMPc, el dibutiril-AMPc, y de los
inhibidores de la PDE, la papaverina, la MIX y la
aminofilina, se puede concluir lo siguiente:

1. E1 AMPc estimula la movilidad de los

espermatozoides de cuyo.

2. La viabilidad de estas células es dis-
minufda por la presencia de este
nucleétido.

3. E1l AMPc inhibe la reaccifn acrosomal en los
espermatozoides de la especie estudiada.

4. El1 AMPc, a concentraciones elevadas, no
provoca la reaccibén acrosomal en
espermatozoides no-capacitados.

5. La elevaci6n inicial, drdstica, de AMPc,
durante un tiempo breve (5 minutos),
no alter6 el tiempo de capacitacién,
pero si provoc6, posteriormente, una
disminucién en el ndmero de espermatozoides

con reaccifn acrosomal.
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