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RESUMEN

En este trabajo se traté de encontrar alguna relaci6n entre la
concentracién de glucosa-6-fosfato (G6P) 6 del ATP, que
presentaban los espermatozoides lavados provenientes de los
conductos deferentes del cuyo y la duraci6n de la movilidad, el
tiempo de capacitacifn y la cinética de presentaci6n de la reaccién
acrosomal (RA).

Se seleccion6é como medio de obtenci6n y de lavado de las
células una solucién de NaCl 154 mM (solucién salina), la cual se
ha usado en innumerables trabajos para la obtencifn y/o incubacién
de diversos tipos celulares.

Los espermatozoides recién obtenidos de los conductos
deferentes mostraron un alto contenido de ATP, y un bajo contenido
de G6P, Concomitante con los lavados, el nucleStido mostr6 una
disminucibn de su concentracifn, mientras que la de la
hexosafosfato aumentd.

Los espermatozoides, luego de ser lavados, se incubaron en
tres medios distintos: en la solucién salina, en esta solucibn
suplementada con bicarbonato (25 mM) y en el medio minimo
capacitante (MCM), en el cual los espermatozoides se capacitan y
expresan la RA (Barros y cols, 1973),

Se observ6, ademis, que los espermatozoides no lavados,
preincubados en la solucifn salina de extraccibn, asf como los

obtenidos en salina suplementada con glucosa (5,56 mM) y lavados



mostraron un contenido de G6P mayor al observado en los
espermatozoides lavados. En ambas condiciones, en las que el
contenido de G6P fue mis alto, el tiempo al que ocurrib la
capacitacifn en MCM se retardd, y el nimero de espermatozoides gque
presentaron RA fue menor al de sus controles correspondientes.

En los espermatozoides no se hallé glucosa libre, pero el
azfcar sf fue detectado en el plasma epididimal, en cantidades mis
elevadas a las previamente reportadas para otras especies.

No se encontr6 que la concentracifn de la G6P &6 la de ATP de
los gametos lavados guarde una relacibn lineal, ni con el tiempo
que los espermatozoides se mantuvieron méviles, ni con el de su
capacitacién, ni tampoco con la cinética de aparicibén de la RA
durante la incubaci6n de los espermatozoides en MCM,

Cuando las c&lulas lavadas se preincubaron 5 min en presencia
de bicarbonato, las concentraciones del ATP y de la G6P fueron més
altas en comparacifn a las mostradas por los espermatozoides
preincubados en salina simple, Cuando la preincubacifn se prolongb
a 35 min, la concentraci6n, tanto de la G6P como la de ATP en los
gametos incubados en presencia del bicarbonato, fue mayor a la
mostrada 'por los espermatozoides incubados en ausencia 'del ion.
Dicha preincubacién en presencia de bicarbonato habfa sido
comunicada por Moreno en 1984 como capacitante, lo que fue
confirmado en este trabajo, También se corrobor6é que 35 min de
incubacién en salina no es suficiente para capacitar a los gametos.

Cuando se relacionaron el ATP y la G6P espermdticos contra el



porciento de gametos con RA, hubo una tendencia a mostrar un
nimero mayor de esta, conforme eran mds altas las concentraciones

de los metabolitos.



INTRODUCCION

La reproduccidn en Los mamlferos

Estos organismos se reproducen en forma sexual, o sea, en
este proceso, participan los individuos de ambos sexos en forma
complementaria. Un individuo de cada sexo aporta uno de sus
gametos 6 cé&lulas germinales, las que, al unirse originan un
huevo 6 cigoto, el cual, posteriormente se desarrollaréd y
diferenciard para constituir un nuevo organismo de la misma especie,
con caracteristicas genéticas similares a las de sus progenitores.

Los gametos se forman a partir de sus c&lulas precursoras
mediante la gametogénesis, proceso que involucra una divisifn
reductiva, denominada meiosis, en dgos etapas, la meiosis I y la
meiosis II., Esta divisi6n resulta en la reducciépn del nfimero
cromosfmico a la mitad, y un intercambio de material genético. La
gametogénesis se llama ovogénesis cuando se refiere a la produccién
de gametos femeninos u 6vulos, y espermatogé€nesis en el caso de los
masculinos o espermatozoides.,

La espermatogénesis ocurre en los testiculos, en ellos las
espermatogonias, que se diferenciar&n a espermatozoides, se hallan
como una poblacifén de nfimero reducido al momento del nacimiento del
individuo., Esta poblacifn tiene divisiones mit6ticas poco
frecuentes, hasta que, bajo control hormonal a partir de la
pubertad, y durante toda la vida fértil del indiQiduo, proliferan

por mitosis continua en forma permanente, y una parte de la



poblacifn detiene su proliferacién mitética y pasa a la de meiosis.
Al final de este proceso las cé€lulas resultantes 6 espermiticas, de
morfologfa similar a las cé&lulas somiticas, sufren un cambio
radical durante la espermiogénesis, proceso en el cual adquieren la
morfologfia tfpica del espermatozoide caracterfistico de la especie.

Al término de la espermiogénesis, el espefmatozoide formado se
halla unido a la célula nodriza o de Sertoli, de la cual se separa
y es llevado pasivamente hacia la luz de los tfibulos seminiferos y
de ahf al epididimo, para posteriormente pasar a los conductos
deferentes, donde permanece hasta la eyaculacifén, Durante su paso
a través del epididimo el espermatozoide sufre un proceso de

maduracién.

La fertilizacibn en Los mamlferos

A diferencia de lo que ocurre en invertebradas marinos y
algunos peces, la interaccién de los gametos de los mamiferos se
lleva a cabo dentro del tracto reproductor de la hembra., Esta es
una de las razones por la cual en el copocimiento de la biologia
de la reproduccifén en los mamiferos no se ha logrado avanzar a la
misma velocidad que como ha sucedido en el estudio del fenfmeno en
los invertebrados marinos, como, por ejemplo, en el erizo de mar.
Otra razbn es que los gametos de &ste y de otros invertebrados
marinos se obtienen en gran nfimero y de forma relativamente répida,
facil y econbmica, mientras que en los mamiferos sobre todo el

nlimero de gametos obtenibles es limitado.



A pesar de las limitantes sefaladas, el estudio de la
reproduccién de los mamiferos ha avanzado; se han logrado descubrir
y desentrafar, en parte, dos fenfmenos que deben ocurrirle al
espermatozoide para gque pueda fecundar al &vulo: 1la capacitacién

y la reaccién acrosomal (RA).

Capacitacidn

La capacitacién fue descubierta en 1951 en forma simulténea e.
independientelpor Austin y Chang. Su duracibn es variable segfin
la especie, y se ha descrito que ocurre Gnicamente en los
mamfferos. El fenfmeno y su significado no se copocen en su
totalidad, pero su objetivo parece ser el de que el espermatozoide
sufra la RA. En este trabajo se adoptd la definicién de la
capacitacibn sugerido por Bedford (1970), quien la describe como
el conjunto de cambios que el espermatozoide debe sufrir para
poder presentar la RA, de forma natural en el tracto reproductor
femenino 6 por incubaciones in vitro,

Se ha observado que los cambios relacionados con la
capacitacibn son de varios tipos: 1) Cambios a nivel de la membrana
plasmdtica: algunos antfgenos de la superficie celular externa
son alterados 6 perdidos (Oliphant y Brackett, 1973); las partfculas
intramembranales se rearreglan, formando &reas ricas en
fosfolfpidos y carentes de estas partfculas (Friend y col, 1977);
los fosfolfpidos de la membrana sufren una metilacibn incrementada

(Llanos y Meizel, 1983); el nivel de fosfolfpidos membranales



aumenta (Davis y col, 1979): hay una pérdida de colesterol, lo
que causa una disminucién en la relacién colesterol: fosfolfpidos
(Davis, 1984); se modifican componentes del tipo de los
carbohidratos en la regifn acrosomal (kinsley y Koehler, 1978); la
permeabilidad al calcio se incrementa (Yanagimachi y Usui, 1974;
Singh y col, 1978). 2) Cambios en el metabolismo: el contacto
con los flufdos del tracto reproductor femenino causa en el
espermatozoide un incremento en su metabolismo (Chang, 1957); la
respiracién y el fndice glucolftico se incrementan (Rogers y col,
1979); la concentracibn intracelular del ATP disminuye (Santos-
Sacchi y Gordon, 1982); el nivel de nuclebtidos ciclicos se eleva
(Garbers y Kopf, 1980). 3) Hiperactivacifn de la movilidad del
espermatozoide durante las incubaciones capacitantes 4in vitrq
(Yanagimachi, 1969), asf como por su contacto durante su viaje,
con los flufdos del tracto reproductor femenino (Lambert y cols,
1985).

Reacedidn acrosomal

Este evento fue considerado antes como parte de la capacitacifn,
y posteriormente, como un evento separado y resultante d&e ella. La
RA fue observada primeramente por Austin y Bishop en 1958, y se
sabe que depende de Caz+ ex6geno (Yanagimachi y Usui, 1974; Singh
y col, 1978; Talbot y col, 1979), La RA se inicia por una
fusién, en mdltiples sitios, entre la membrana plasmética y la

acrosomal externa, dando origen a vesfculas mixtas, la pérdida de



membranas, la exposicién de la membrana interna del acrosoma, y la
liberacién del contenido acrosomal, constitufdo principalmente por
enzimas hidrolfticas: acrosina (proteasa del tipo de la tripsina),
hialuronidasa, fosfatasa &cida, B-glucuronidasa, B-glucosidasa,
B-galactosidasa, B-N-acetilgalactosaminidasa y g-N-acetilglucosa-
minidasa entre otras (McRorie y Williams, 1974; Mann y Lutwack-
Mann, 1975; Rogers y Yanagimachi, 1975a; Primakoff y col, 1980;
Mack y col, 1983)
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ANTECEDENTES

Metabolismo def espermatozoide

I. En el epididimo

Los espermatozoides al abandonar el testfculo entran al
epididimo, un 6rgano tubular muy largo y altamente enrollado, y
viajan a lo largo del mismo, donde completan su maduracién. El
tiempo que permanecen en este 86rgano varfa con la especie, pero no
difiere mucho entre ellas, en promedio su trénsito dura 10 dias.
Durante su permanencia en el epidfdimo, los espermatozoides
obtienen la energia que requieren de la ruptura de sus propios
lipidos, y subsiguiente beta oxidacibn de &cidos grasos (Hartree y
Mann, 1959; Mann, 1960; Inskeep y Hammerstedt, 1982; Lardy y
Phillips, 1941), convirtiendo &stos a unidades de dos carbonos 6
acetilos, las que pueden almacenarse en la mitocondria gracias a
la carnitina y a la acetil-carnitina transferasa esperm&ticas
(Casillas, 1972) o ser oxidadas hasta CO2 Yy H20 con produccifn de
ATP.

II. En el semen

El gameto masculino al ser eyaculado sale suspendido en el
plasma seminal, muy rico en fructosa, carbohidrato secretado
principalmente por las glandulas seminales (Mann, 1946, 1949).
Este substrato es captado por el espermatozoide y metabolizado a
lactato en condiciones anaer8bicas (Peterson y Freund, 1969; Mann,

1945, 1946, 1949). Sin embargo, en incubaciones tanto



11

anaer6bicas como aer6bicas, 4in vitro, el espermatozoide eyaculado
capta y metaboliza a la glucosa a mayor velocidad que a la
fructosa, es decir, la glucosa es el substrato preferente como
fuente energética de los espermatozoides de los mamiferos, v&lida
tambi&n en comparacién con substratos oxidables como el lactato y
el piruvato (Lardy y Phillips, 1941; Hammersted£ y Lardy, 1983).

III. En el tracto reproductor femenino

Cuando hay apareamiento sexual, el espermatozoide se #e'
expuesto a los diferentes fluidos del tracto reproductor femenino,
donde la glucosa, el substrato preferente de los espermatozoides,
es un constituyente normal, asi como el lactato y el piruvato
(Murdoch y White, 1968b), Se ha comunicado que los fluidos
mencionados estimulan el metabolismo del espermatozoide, asf se ha
descrito un incremento en la respiracibn y en el metabolismo de los
carbohidratos. Este efecto ha sido atribuido al HCO§ de los fluidos
(Murdoch y White, 1968a, b). El aumento del metabolismo del
espermatozoide es todavia mayor, cuando el espermatozoide ha
permanecido por un tiempo m&s prolongado en el tracto genital
femenino, o en incubaciones capacitantes in vifrg, como se
describe a continuacién,

IV. En la capacitacién {in viiro del espermatozoide del cuyo

Se sabe que el metabolismo del piruvato y lactato permite la
capacitacifn temprana del espermatozoide del cuyo, ya que la RA se
presenta a partir de la hora de incubacifn, siempre y cuando en el

medio se halle el calcia. Cuando los espermatozoides son incubados
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en el medio de Tyrode, con glucosa como substrato, la RA se

presenta después de una hora de iniciada la incubacién (Yanagimachi
y Usui, 1974), y cuando la glucosa se afiade a este medio (que
permite la capacitacién de los espermatozoides en una hora) la
aparicién de la RA se retarda por una hora m&s (Rogers y Yanagimachi,
1975b) . Este efecto de la glucosa se atribuy8 al efecto Crabtree
que presentan los espermatozoides (Rogers y cols, 1979), efecto que
se describe como una inhibicifn del consumo de oxfigeno por la -
presencia de glucosa o de hexosas fosforilables (Koobs, 1972).

La explicacifén que propusieron Rogers y colaboradores sobre el
efecto de la glucosa en el retardo de la aparicifn de la RA, fue de
que la capacitacibn era retardada, y por lo tanto, la aparicifn de
la RA., Posteriormente fue mostrado que la glucosa como fnico
substrato exfgeno, permitfa la capacitacifn temprana del
espermatozoide del cuyo (MGjica y Valdés-Ruiz, 1983). Estos
autores sugirieron ademis, que el nivel del primer intermediario
del metabolismo glucolftico, la glucosa~6-~fosfato (G6P) pudiera
ser el que determinara la expresifn de la RA en los espermatozoides
capacitados.

Por otra parte, Hyne y Edwards (1985) proponen que la
2-desoxiglucosa inhibe la RA no por carencia de metabolitos
end6genos, sino por la acumulacibén de 2-~desoxiglucosa-6-fosfato y
el abatimiento de la concentracién del ATP, aunque también se ha
propuesto que concentraciones muy bhajas de ATP pueden soportar la

capacitacifn (Rogers y Morton, 1973), Adem&s, Inskeep y
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Hammerstedt (1985) observaron que existe una sintesis constante
del nucleStido a partir de los metabolitos end6genos, ya sea en
presencia 6 ausencia de sustratos ex6genos (glucosa, fructosa 6

lactato).

Efecto def bicarbonato sobre La capacitacidn y el metabolismo
espenmdticos

Se ha descrito, que en el espermatozoide, que entra en
contacto con los fluidos del tracto reproductor femenino, se
incrementan su movilidad (Lambert y col, 1985) y su metabolismo
(Chang, 1957). Estos fluidos son ricos en bicarbonato, ion al que
se le han atribufdo estos efectos (Foley y Williams, 1967; Murdoch
y White, 1968a, b). .

En incubaciones {n vi{ro se ha visto que el bicarbonato y el
calcio, en presencia 6 ausencia de sustratos exf6genos causan una
elevacifén del contenido intraespermdtico del AMPC (Garbers y col,
1984), efecto que no es producido por dichos iones por separado.
Ademds, Hyne (1984) observd que la elevacifn del ATP, se vié
estimulada por inhibidores de la fosfodiesterasa en presencia del
bicarbonato, sodio y calcio, y lo atribuy8 a un efecto del
bicarbonato sobre la Na+,K+—ATP'asa. Tambi&én se ha comunicado que
el bicarbonato y los inhibidores de la fosfodiesterasa del AMP
causan una alta movilidad del espermatozoide, y lo atribuyen a un
aumento del AMPC intracelular (Vijayaraghayan y cols, 1985).

En base a los antecedentes mencionados, en este trabajo nos
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planteamos los siguientes objetivos:

Objetivos Generales

a.

Cuantificar el contenido inicial de G6P en los
espermatozoides recién obtenidos de los conductos
deferentes del cuyo

Determinar si existe una relacibfn entre el contenido
intraespermético de G6P y el tiempo gue permanecen
méviles los espermatozoides, asf como con el tiempo de
aparicién de la RA, esto (ltimo como valoracién de la

capacitacién

Objetivos Particulares

a.

Discernir si hay un cambio del contenido endfgeno de G6P
en relacién con el nfimero de lavados a que serén sometidos
los espermatozoides

Valorar si existe una relacibn entre el tipo de lavado

de los espermatozoides, con el tiempo de aparici6n de la’
RA

Determinar si existe relacibn entre el contenido de Gé6P
inicial y el nGmero de espermatozoides con RA, durante la

transferencia de espermatozoides incubados por tiempo fijo
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MATERIAL Y METODOS

Reactivos

Los reactivos usados en este trabajo fueron todos de grado
analftico y se obtuvieron de las siguientes casas comerciales:
nembutal (pentobarbital s6dico) de Smith Kline Norden de México;

&cido l&ctico, formaldehfdo, dextrosa (glucosa), K 003, NaCl,

2
MgCl,, KH2P04, Na2HPO4 y NaHC03 de J.T. Baker; &cido perclérico
(HCLD4] de Merck Darmstadt: piruvato de sodio, trietanolamina,
ATP, G6P, DTT, Trizma, G6PDH (grado V de levadura de pan) y HK
(grado V de levadura) de Sigma Chemical Co; Tritén X~100 y SDS de

BDH Chemical Ltd.

Medios de Lavado y de incubacidn

Las soluciones utilizadas para el lavado de los espermatozoides
fueron: a) salina (NaCl, 154 mM), b) salina-glucosa (NaCl, 134.88
mM; glucosa, 11.12 mM)., Los medios de incubacién empleados fueron
los siguientes: a) solucién salina, b) salina-bicarbonato (NaCl
129 mM, NaHCO325 mM, pH 7.8), c) medio minimo de cultivo (MCM:

NaCl, 105 mM; NaHCO.,, 25 mm; CaClz, 1.71 mM; piruvato de sédio,

3
0.5 mM; &cido l&ctico, 20 mM; pH 7.8; Barros y cols 1973).

Obtencidn de £Los espeamatozodides
Se utilizaron cuyos (Cavia 4p.) sanos, de 600 a 700 g de peso

corporal, se les anestesif por inyeccifén intraperitoneal de
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pentobarbital s&8dico (50 mg/kg de peso). Ya anestesiados, se les
rasur6 la parte inferior del vientre y se les practic6 una insicién
cefalopodal, a través de la cual se localizaron y extrajeron los
testfculos junto con los conductos deferentes. F3tos fueron
pinzados en el extremo cercano a su unifn con la vesicula seminal,
y por separado, cada conducto se lig6 en el extremo pinzado. Acto
seguido se colocaron en un matr&z Erlenmeyer de 125 ml con solucién
salina a 37°C, en un bafio de agua a la misma temperatura. .
Después, los conductos deferentes se disecaron, procurando
mantenerlos humedecidos con solucifn salina., Una vez limpios
fueron separados del epidfdimo y testiculo, y en el extremo ligado
se practic6 una ligera insicién con um bisturf, y por ella se
introdujo una cdnula adaptada a una jeringa con 2,0 ml de salina,
expulsando los espermatozoides de los conductos al inyectarla, y

colecténdolos por el otro extremo en un tubo de ensayo de vidrio.

Seleceibn de Las muestinas

De cada suspensifén de células se tomS una pequefia gota gue se
coloc6 en una laminilla de vidrio sin cubreobjetos. Los
espermatozoides se observaron al microscopio de luz (fotomicroscopio
Carl Zeiss~Jena, modelo Docuval), y se valoraron la movilidad y 1la
concentracién espermdtica, asf como el grado de contaminacién por
otro tipo de c€lulas. S6lo las muestras que presentaban buena
movilidad, pocos espermatozoides inméviles y muy poca contaminacidn

por otro tipo celular (menor al 1%) fueron utilizadas.
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Lavado de Lo: espermatozodides

Las muestras seleccionadas se centrifugaron (centrifuga
clinica Roto Uni II) a 600 x g durante 3-4 min. Los sobrenadantes
se desecharon, y los paguetes celulares se reunieron y
resuspendieron, utilizando para ello 1 ml de salina por célula
provenientes de un conducto. De nuevo se centrifugb la mezcla en
las mismas condiciones, y el sobrenadante fue desechado. La
pastilla celular se resuspendif, mezcl&ndola con 1 ml de salina
por conducto. De esta suspensifn se extrajo una muestra alfcuota
(0.05 ml) para el conteo celular, y el resto se dividif en
porciones (segfin los medios de incubacibn a probar) que se
sometieron a centrifugacibén. Cada paquete celular se resuspendi6
en el volGmen adecuado de la solucibn a ensayar, a una concentracién

de 40 x 106 espermatozoides/ml,

Deteaminacidén de La conceniracifn espermdtica

Una muestra alfcuota (50 pl) de los espermatozoides después
del primer lavado se diluyd con 1 ml de Trit6n X-100 al 1% en PBS
(PBS: Solucib6n salina amortiguada con fosfatos;: Na,HPO,, 5,68 mM;
KH,PO,, 4.26 mM; NaCl 132.44 mM pH 7.2). La suspensifn se mezcl6
vigorosamente (V6rtex, Lab-Line Instruments Inc,), y una gota se
colocd en una cémara de Neubauer, El nfimero de espermatozoides
presentes en 5 de los 25 cuadrantes para conteo de eritrocitos
fue registrado, y multiplicado por 5 (superficie =1 mmzl. La

concentracibn espermitica en la suspensién celular original se
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estimbé con la f6rmula siguiente:

N x D x 1000

CE = "

donde:
CE = Espermatozoides en 1 ml

N = nGmero de espermatozoides en 1 mm2

de la cémara de
Neubauer
D = dilucibn de la muestra

H = altura de la cimara de Neubauer = 0.1 mm

Defeaminacibn de La duracibn de La movilidad espermdtica

Cuando los espermatozoides se incubaron en solucién salina 6
en salina-bicarbonato, para determinar el tiempo al que se
inmovilizaban, una gota de la suspensifn espermdtica se extraia
cada 2 6 3 min, y se observaba al microscopio de luz, La
movilidad se clasific6 de la siguiente manera: MB = casi todos

méviles; B

entre 50 y 70% méviles, R = menos de la mitad
méviles; I = inmSviles. Las observaciones se prolongaron hasta

el momento en que las muestras carecieron de movilidad.

Peteaminacifn del tiempo y fLa cinética de aparicifn en La RA

Los espermatozoides lavados o preincubados, segfin se
especifique en cada caso, fueron sometidos a una incubacidn
en MCM. Durante la incubacibn en este medio se extrajo cada 4 a
6 min una pequefa gota que se colocd en un portaobjetos y

subjetivamente se evalub el tipo de movilidad como ondulante 6 de
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vibracién, y si presentaban o no la RA. Al momento de observarse
&sta por vez primera, se extraia una gota de la muestra en
incubacién, y se fijaba en formaldehfdo al 3% en PBS (muestra T, )
y la observacifén de la suspensifn incubada se continuaba. Quince
minutos después de ser fijada la primera gota, de la muestra
incubada se obtenfa otra gota, que era también fijada (muestra T15)
La valoracifn del porcentaje de la RA se hacia antes de 24
horas de haber sido fijadas las muestras. Para &sto, una gota de
cada muestra fijada se colocaba en una c&mara de Neubauer, tomando
a la cuadricula como referencia, para contar los gametos que habfan
perdido el acrosoma y los que lo conservaban, procurando que el
nGmero total contado no fuera menor a 200 gametos. El porciento de

RA se determiné con la f6rmula:

3RA = _Espermatozoides sin acrosoma
Espermatozoides totales

x 100

La cinética de aparicibn se calculé sustrayendo el porciento-

de RA hallado al tiempo cero {RAT ) del porciento valorado a los
o]
15 min (RAT ): Cinética de RA = RA, -~ RA, .
15 15 0

Determinacibdn de Las concentraciones de Los metabolitos
inthaespermddicos

A. Extraccibn de los metabolitos

Para extraer los metabolitos intraesperm&ticos ATP, G6P y
glucosa, se utiliz6 la técnica descrita por Maitra y Estabrook en

1964, modificada de la siguiente forma:
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De la suspensifn espermdtica apropiada se tom6 1.0 ml (40 x 106
células estimadas por conteo en la c&mara de Neubauer), y se colocé
en un tubo de centrifuga Eppendorf (capacidad nominal 1.5 ml). A
continuacibn las muestras se centrifugaron a 600 x g durante 3 min
a temperatura ambiente. Del sobrenadante se descartaron 0.9 ml, y
al remanente se le agregé 0.1 ml de HClO4 al 20%, segqguidos por 0.8
ml del mismo &cido al 10% (p/v). Despufs de cada adicibn las
muestras se agitaron vigorosamente (v6rtex) 5 seg, y se dejaron en
bano de hielo. De aquf en adelante todos los pasos se efectuaron a
0-4°C. Luego de 60 min en frfo, las muestras se centrifugaron a
5000 x g durante 20 min, y se recuper6 el sobrenadante &cido, que
fue transferido de forma cuantitativa a un tubo de ensayo de vidrio
de 5 ml, y se le neutraliz6 el pH con K,CO; 2 M, registrando el
volfimen utilizado de este reactivo, El precipitado, células rotas,
fue usado para determinar el nfimero de espermatozoides por su
densidad 6ptica a 260 nm,

La muestra neutralizada se transfirié a un tubo de centrifuga
Eppendorf y fue centrifugada a 5000 x g durante 15 min a 0-4°C para
sedimentar el KC10, formado, y el sobrenadante se recuper§ y
transfiri6 a otro tubo Eppendorf, en el cual se almacend a -20°C
por un tiempo mayor a 12 horas, luego del cual se descongelS en un
bafio de agua a temperatura ambiente, Las muestxas se centrifugaron
a 5000 x g durante 5 min a 4°C para descartar algln residuo de KC10,,
y el sobrenadante se recuperf cuantitativamente y se coloc6 en un

tubo de ensaye en bafic de hielo, donde permanecif hasta el momento
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en que se determinaron los metabolitos.

B. Determinacifn de G6P

Se realiz6 de acuerdo al método descrito por Maitra y Estabrook
en 1964, que se basa en la oxidacifn de la G6P a 6-fosfogluconato
por accién de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH), enzima
que utiliza como cofactor la forma oxidada del fosfato del
dinucle6tido de adenosina y nicotinamida (NADP+), y rinde como
coproducto, en forma estequiomé&étrica, a la forma reducida del
cofactor, al NADPH. Este, al excitarse a una longitud de onda de
340 nm produce una emisién luminosa, que tiene su miximo cerca de
los 460 nm.

La mezcla de reacci6n consiste de (concentraciones finales
dadas en mM): un amortiguador de trietanolamina, 20 a pH 7.6;
KCl, 10; Mgclz, 2; NADP+, 2.5; la muestra por ensayar (volumen
variable desde 0.5 hasta 1.5 ml) y agua suficiente para ajustar
el volumen a 2.5 ml. La fluorescencia fue medida en un
espectrofotofluorémetro Aminco-Bowman modelo 4-8202, a una longitud
de onda de excitacibn de 340 nm y la de emisién a 462 nm. La
fluorescencia basal se ajust6 a cero, y la reaccién se inici6 por
la adicién de 4 ug de G6PDH, La fluorescencia emitida se siguié
cada minuto hasta su estabilizacifén, que generalmente ocurrif a
los 2 6 3 min, y el cambio total se registr6. De inmediato se
construyd una curva interna, mediante dos adiciones sucesivas de

una solucibén estindar de G6P, cada una de 1 nmol, y se esperf la
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estabilizacibén para registrar la fluorescencia luego de cada
adicién. La fluorescencia causada por la enzima se valor6 mediante
una segunda adicifn de ella.

La cantidad de la G6P en la muestra espermdtica se calculb en
base a los cambios obtenidos con el estfndar de G6P. Para calcular
la G6P de las muestras analizadas se tomé en cuenta: el cambio en
fluorescencia causada por la enzima (que se sustrajo del valor en
conjunto con la muestra), las diluciones sufridas por la muestra
valorada, tanto por la adici6én de la enzima como del estd&ndar de
G6P; el volumen del sobrenadante &cido; el del KZCO3 utilizado
para neutralizarlo y el del sobrenadante en el cual se realizé la
valoracién; asfi como el nGimero espermitico. La concentracién
finalmente se expresd en nmoles en 100 millones de espermatozoides
(nmol/loB espermatozoides).

C. Determinacifn del ATP

El ATP se extrajo como se indic6 previamente, y se valor§ en
la misma muestra donde fue determinada la concentracién de la G6P.
La determinacifn se llevd a cabo modificando ligeramente el mé&todo
descrito por Williamson y Corkey en 1969, basado en la
fosforilaci6n de la glucosa por el ATP de la muestra mediante la
accibn de la hexocinasa, con produccidn de ADP y G6P en forma
estequiométrica, La reaccién se acoplé a la que es catalizada por
la G6PDH, de forma que la G6P es convertida a 6-fosfogluconato, y
el NADP' a NADPH, registrédndose un nuevo incremento en la

fluorescencia, que es equivalente a la concentracién de ATP en la
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muestra analizada.

Operacionalmente, la determinacifn del ATP se efectué de la
siguiente forma: sobre la mezcla en la cual se determiné la G6P
se adicionaron 20 pg de HK (en agua), y se cuantific6é el incremento
en la fluorescencia. De inmediato se adicion6 la glucosa a una
concentracién final de 4 mM, para iniciar la reaccifn, y se
registré la fluorescencia cada minuto hasta la estabilizacifn, gque
ocurrié generalmente a los 4 6 5 min del inicio. En seguida se
construy6é una curva estdndar mediante dos adiciones sucesivas de
1 nmol de ATP cada vez. La concentracifn del ATP en la muestra
original fue calculada y expresada de forma similar a la de G6P,
para lo cual se tomaron en cuenta las diluciones sufridas en la
muestra por la adicién de la enzima; la glucosa y el est&ndar de

ATP; el volumen del sobrenadante &cido; el de K CO3 utilizado

2
para neutralizarlo; asi como el nlmero espermdtico. La
concentracién del ATP se expresd en nmoles/lo8 espermatozoides.

D. Determinacién de glucosa libre

Se valor6 también la glucosa libre, en algunos casos, en la
misma muestra en la cual se habia determinado la G6P, La
cuantificacién se bas6 en el método de Maitra y Estabrook (1964),
cuyo fundamento es la conversibén de glucosa a G6P, reaccién
dependiente del ATP, y catalizada por la HK. La G6P formada fue
acto seguido convertida a 6-fosfogluconato por la G6PDH, y la

formacifn estequiométrica del NADPH que se valor6, como ya se

indicé previamente. La determinacibn se llev6 a cabo de la
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manera siguiente: wuna vez cuantificada la G6P de la muestra, se
agregaron 20 ug de HK y se registr6 el aumento en fluorescencia.
Con la adicién de ATP a una concentracibén final de 4 mM se inicié
la cuantificacién de glucosa y se registr6 nuevamente la
fluorescencia hasta su estabilizacién. Inmediatamente después se
construy6 una curva estlndar, por dos adiciones sucesivas de 1 nmol
de glucosa cada vez, y se registraron los incrementos de
fluorescencia. La concentracifn obtenida de glucosa fue corregida
por el vol@imen de la muestra, por las diluciones que é&sta sufrié y
por el n@mero espermitico, como se describié para G6P y ATP, y su

valor se reporta como nmoles/lﬂ8 espermatozoides,

Deteaminacibn de glucosa y G6P en el plasma epididimal

El contenido de dos conductos deferentes fue extraido por
presifén y su volumen se cuantific6. Se agregé 1.0 ml de solucién
salina, y la muestra se centrifugé a 600 x g durante 3-4 min. Todo
el sobrenadante fue extrafdo, el vol(men se registr6, y se le
agregb HC104 al 50% para dar una cgncentracién final de 10%. E1
procedimiento de extraccién de metabolismo, asi como la determinacién
de G6P y de glucosa se realizd en forma andloga a lo previamente

descrito.

Determinacidén del ndmero espermdfico en base a su densidad Gptica
Para todos los ensayos, se realizd la determinacién del nfimero
espermdtico conel fin de relacionar la concentracién de los

metabolitos con el nfimero de espermatozoides de cada muestra.

1
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Curva tipo. La curva de referencia se construy6 como sigue:
en suspensiones de espermatozoides lavados se estimé su
concentracidn celular mediante 5 determinaciones en la c&mara de
Neubauer, y se tomé la media aritmética. De estas suspensiones, ya
valoradas, se tomaron muestras alicuotas de volGmenes variables que
contenian de 5 a 100 millones de gametos, y se colocaron en tubos
de centrifuga Eppendorf, y cada muestra se llevd a un volGmen de
1.0 ml con solucibén salina. Las muestras se centrifugaron a 600 x
g durante 3 min, y del sobrenadante se desecharon 0.9 ml. Al
remanente se le agregaron 0.1 ml de HClO4 al 20% (p/v) y 0.8 ml del
mismo Scido al 10%. Las muestras se agitaron vigorosamente (v&rtex)
5 seg luego de cada adicibn del &cido y se incubaron en bafio de
hielo a 4°C durante 60 min. Al té&rmino de esta incubacibn se
centrifugaron a 5000 x g durante 20 min a 4°C, y el sobrenadante
dcido se extrajo. A los espermatozoides, en la pastilla celular,
se les agregd 0.1 ml de DTT 45 mM en Trizma 200 mM, para la
ruptura de puentes disulfuro (Cleland, 1964; Hern&ndez-Montes y
cols, 1973) y alcalinizacibén de la muestra.

Los espermatozoides fueron disgregados con ayuda de un agitador
de vidrio, el cual fue lavado, al retirarlo, con otros 0.1 ml de
DTT en Trizma, que se recibieron sobre la muestra. Esta se incubb
a temperatura ambiente durante 30 min, para permitir la accibn del
DTT, Al cabo de este tiempo, se agregaron 0,2 ml del detergente
anifnico SDS al 1% en PBS y 0.2 ml de agua bidestilada. La

muestra resultante, viscosa, fue sometida a una sonicacibn a 14
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watts durante 30 seq para fluidificarla. De la suspensidn
resultante se tomaron 0.4 ml, y se mezclaron con 1.6 ml de PBS, y
se ley6 su densidad 6ptica (DO) a 260 nm (espectrofotbmetro
Gilford, modelo 250), contra un blanco de reactivos, con el cual
se ajustd la densidad a una lectura de 0.0.

Los valores de la densidad 6ptica a 260 nm de las muestras se
graficaron contra el nGmero de espermatozoides en millones, y se
analizaron por regresi6n lineal simple (Daniel, 1979). En la
figura 1 se muestra la gr&fica obtenida.

Estimacién del nfimero de espermatozoides en las muestras. La
pastilla espermitica recuperada del tratamiento &cido (ver
extraccién de los metabolitos) se traté con DTT en Trizma, y SDS
como se describib en el inciso anterior, Después de ser sonicada,
la muestra fue mezclada con PBS y se ley6 su densidad 6ptica a 260
nm contra un blanco de reactivos, y el valor obtenido se interpoléd

en la curva patr6n para obtener el nGmero espermitico.

Andlisdis estadlstico

En los experimentos en los que se investigb el efecto de la
concentracibn intraespermdtica de G6P 6 de ATP sobre la duraci6n de
la movilidad, el tiempo de capacitacibn o la cinética de la RA, se
utilizé el an&lisis de regresidn lineal simple (Daniel, 1977). La
variable independiente (X) correspondifé a las concentraciones de
los metabolitos, y la variable dependiente (Y) a la duracibén de la

movilidad, 6 al tiempo de aparicién de la RA, o a la cin&tica de
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aparicibn de ésta.

Se realizaron pruebas "t" de Student con el fin de establecer
diferencias entre: a) la concentracién de G6P o la de ATP causada
por el nfimero de lavados, el tipo de lavado, o la solucién
empleada para la incubacién; b) la duracién de la movilidad
espermdtica en relacibdn al medio de incubacibn usado; c¢) el inicio
o la cinética de la RA y su relacibn con el tipo de lavado al que
se sometieron las cé&lulas.

Cuando el nfimero de experimentos a comparar era igual (ya fuera
de muestras paralelas o de experimentos distintos) se utilizé la
prueba "t" de Student para datos pareados; en caso de nfimero
desigual de experimentos, se utiliz6 la prueba "t" de Student para
datos no pareados. Para ambos casos, se obtuvo el valor de

significancia utilizando s6lo una cola de la curva (Daniel, 1979).
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Ndmero de espermatozoides en millones

Fig. 1. Correlacifn entre la concentracibén espermitica y su
densidad 6ptica a 260 nm., Los espermatozoides (3
experimentos) se lavaron por el método habitual en
solucibn salina como se describe en Métodos, y se
distribuyeron en alfcuotas de volumen variable, con
nfimere espermitico de 5 a 100 millones, y se aforaron a
1.0 ml. Las muestras se trataron con DTT en Trizma y
SDS, y se sonicaron como se indica en Métodos para
solubilizar las cé&lulas y fluidificar la muestra,
Respectivamente cada una se tomaron 0.4 ml, se diluyeron
con 1.6 ml de PBS y se mezclaron antes de determinar
su D,0. a 260 nm. El coeficiente de correlacidn

lineal obtenido fue r = 0,995 y la pendiente, m = 0,34
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RESULTADOS

Efecto del Lipo y ndmeno de fLavados sobre La concentracidn
intraespermdtica de G6P

La concentracifn de G6P en los espermatozoides recién
obtenidos de los conductos deferentes, y en los tratados segfn
distintos esquemas de lavado fue determinada. Los resultados se
muestran en la Tabla 1. Para realizar estos experimentos los
gametos, provenientes de tres cuyos, por lo general 3, se
mezclaron antes de ser lavados.

La cuantificaci6n de la concentracifn de la G6P en los
espermatozoides recién obtenidos mostr6 valores muy bajos del
metabolito (rango 0.0 a 0.63 nmoles/lﬁa espermatozoides); en 7 de
las 11 determinaciones, la concentracifn fue menor a la
sensibilidad del método.

Como puede observarse en la misma Tabla, en las 3 muestras
que recibieron un s6lo lavado, la concentracifén tendié a disminuir
(rango 0.0 a 0.17 nmoles/lOB espermatozoides) en relacifn a los
valores de sus 3 correspondientes muestras no lavadas. Por otra
parte, en los espermatozoides que se lavaron dos veces (este
tratamiento serd referido como normal) se observé un incremento en
el contenido de la G6P. De las 11 muestras analizadas bajo estas
condiciones, las once mostraron concentraciones medibles de 1la
hexosa~-fosfato. El rango observado fue de 0.24 a 2.24 nmoles/loB

espermatozoides. La diferencia entre los promedios de las
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TABLA 1. CONCENTRACION DE G6P EN ESPERMATOZOIDES RECIEN OBTENIDOS
Y EN LOS SOMETIDOS A UNQ Y DOS LAVADOS

Tratamiento G6P. (nmol/lc_l3 sﬁtz]a
Recién obtenidos® 0.22 ¥ 0,36 (11)¢
0.21 ¥0.36 (3)®
Lavados una vez® 0.06 : 0.10 (3)¢
Lavados dos veces 0.84 £ 0.66 (11)¢
0.39 ¥ 0.14 (3)°

8Los valores representan X T a.e. (nfimero de experimentos)

bLos espermatozoides se extrajeron de cada conducto deferente con

2 ml de solucibn salina, y de inmediato se procesaron para la

determinacifén de G6P como se describe en Mé&todos

“Los espermatozoides obtenidos como en (b) se colectaron por
centrifugacién y se lavaron por resuspensién, una sola vez & dos

veces con 1.0 ml de solucién salina por conducto

d . . : i
De una misma suspensifn de espermatozoides se obtuvieron muestras
alfcuotas para cuantificar la G6P en los espermatozoides recién

obtenidos y en los lavados dos veces

®pe 1la suspensifn inicial de espermatozoides se tomaron muestras
alicuotas para cuantificar la G6P en los recién obtenidos y en los

lavados una y dos veces
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concentraciones de la G6P en los espermatozoides lavados
normalmente, contra sus correspondientes muestras de espermatozoides
recién obtenidos, fue significativamente diferente (p < 0,01 de la
prueba "t" de Student),

Para determinar si el aumento en la conpcentracién de G6P
intraespermitica se debfa al tratamiento de lavado de las células,
se obtuvieron espermatozoides de los conductos deferentes de 3 cuyos
por experimento, se mezclaron y dividieron en tres partes: una fue
lavada dos veces con 1,0 ml de solucién salina cada vez (L, normal);
otra, dos veces con sb6lo 0.5 ml cada vez (L, medio); y la tercera
no fue lavada, sino que se la mantuvo en la solucién salina de
extraccibén, y los cambios de temperatura durante los lavados de las
muestras paralelas se compensaron en ella por su incubacibn a 37°C
0 su estancia a temperatura ambiente, segfin fuera lo apropiado.

Los resultados se muestran en la Tabla 2, La concentracién de G6P
en las muestras no lavadas {incubadgs) fue similar a la de las
muestras lavadas bajo los dos tratamientos (L, normal y L. medio).

Aunque, si bien es un poco mayor, no es estadisticamente diferente.

GLucosa Libre en Los espermatozodides de Los conducios deferentes y
en el plasma epididimal

Se mostrS que los espermatozoides después de ser lavados
(L. normal y L. medio), o incubados en la solucifén salina de
extraccibn, presentaron una concentracién de G6P superior a la

observada en los gametos recién extrafidos de los conductos
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TABLA 2. EFECTO DEL TIPO DE LAVADO SOBRE LA CONCENTRACION DE G6P

INTRAESPERMATICA
Tipo de G6P {nmol/lO8
lavado? sptz)b
+

L. normal 0.44 - 0.20

L. medio 0.42 ¥ 0.24

Incubados

en salina 0.55 - 0.27

qLos espermatozoides se obtuvieron con 2 ml de solucién salina,
se mezclaron y dividieron en 3 partes para ser lavados. L.
normal indica dos lavados con 1.0 ml de solucién salina cada
vez; L. medio, dos lavados con 0.5 ml; incubados en salina son
los gametos que permanecieron en la solucifbn salina en la cual
se obtuvieron, y que se les compensaron los cambios de

temperatura (ver texto)

b -+ :
Los valores son X - d.e. de 5 exverimentos



33

deferentes. Con el fin de conocer 5i el incremento observado en
la concentracifén de G6P intraespermdtico tenfa su origen en glucosa
libre, se valor6 la concentracibén de la hexosa en los
espermatozoides recién obtenidos, asi como en el flufdo que los
bafia, el plasma epididimal (véase M&todos) .

En los espermatozoides recién obtenidos la glucosa libre no
se encontr6 en cantidades detectables en tres experimentos;
mientras que el plasma epididimal mostr6 una concentracién promedio

+ : ’
de glucosa de 2.5 - 1.42 pM (5 determinaciones),

Efecto de La extraccibn de Los espermatozoides en un medio con
glucosa sobre £a RA

Con el fin de conocer si la presencia de glucosa en el medio
de extraccibén permitfa gue la G6P se acumulara en el espermatozoide,
y que, esta hexosa fosfato acumulada pudiera tener efecto sobre la
velocidad de capacitacifn espermdtica, se realizaron los
siguientes experimentos: los esperﬁatozoides se obtuvieron de
varios cuyos, generalmente 3, las muestras se mezclaron, y la
suspensién celular se dividié en dos porciones, una de las cuales
se diluy8 con un volumen igual de solucién salina, y la otra, con
el mismo volumen de salina-glucosa (véanse M&todos). De inmediato
los espermatozoides se lavaron dos veces siquiendo el esquema
habitual (L. normal), y, ya lavados, se incubaron en MCM. La
G6P se midi6 en las cé&lulas lavadas y en las incubadas por 5 min

en el MCM. El tiempo de aparicién de la RA y su velocidad fueron
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determinadas como se indica en Mé&todos.

La concentracibn de G6P en los gametos mostr6 ser mayor en las
células que estuvieron en contacto con el azfcar (3.74 T %23
nmoles/loB espermatozoides en 10 determinaciones de 4 experimentos)
que en las gue no lo estuvieron (1.05 a 0.42 nmoles/loB |
espermatozoides en 8 determinaciones de 4 experimentos). Es decir,
la hexosa fue captada y fosforilada, lo que caus6 que la
concentracifén de G6P se elevara significativamente en relacifn a
la mostrada por su control (p < 0,025)., A los 3 minutos de la
incubacién en MCM, la concentracién de la G6P en los
espermatozoides disminuy6 con respecto a la mostrada por las
células lavadas, pero continué siendo estadisticamente mayor
(p < 0.025) en la muestra extraida con glucosa: 0,63 ¥ 0.35 nmoles/
108 espermatozoides contra 0.35 z 0.29 nmoles/lo8 espermatozoides
lavados con salina (en 8 y 7 determinaciones, respectivamente, de
4 experimentos).

La valoracibén de la RA mostr6 que en dos muestras en las que

la glucosa estuvo presente, el fen6meno se present6 mds tardfiamente,

4 y 25 min después que en sus controles, mientras que en los dos

experimentos en los cuales se valor6 la cinética de aparici6n de la
RA, esta fue mayor en los espermatozoides que s€lo se diluyeron con
solucién salina (9.9% y 13.0%) que en las que estuvieron expuestas

a la glucosa (1.2% y 4.8%, respectivamente).
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Efecto de La concentracibn de G6P intraespermdtica sobre La
movilidad y La capacitacibn

El efecto de la concentracifén intraespermdtica de G6P sobre
la duracibén de la movilidad se valoré durante la incubacibn de las
células en solucifn salina, mientras que la capacitacién, asf como
la velocidad de aparicifén de la RA en los espermatozoides se
determinaron durante su incubacién en el MCM. Para ésto, los
espermatozoides se obtuvieron de un cuyo, se lavaron de acuerdo al
esquema habitual (L. normal) y en una muestra alicuota se determindé
la concentracifén de G6P. La suspensifn restante de espermatozoides
lavados se dividif en dos volfimenes iguales, y las c&lulas se
resuspendieron e incubaron en los medios indicados, solucién
salina y MCM. La duracién de ia movilidad y el tiempo y velocidad
de aparicifn de la RA se valoraron como se indica en Métodos.

Se encontrS que la concentracifn de G6P en los espermatozoides
lavados fue muy variable de muestra a muestra, y frecuentemente, no
presentaron una concentracién medible por el método (en 4 de las 9
muestras). Por otra parte, ni la duracién de la movilidad, ni 1la
aparicién de la RA, y tampoco el porcentaje de cé&lulas que
expresaron la RA en el tiempo de valoracién, guardaron relacibn
lineal con la concentracién de G6P de los espermatozoides lavados

(véase la Tabla 3).
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TABLA 3. CONCENTRACION DE G6P EN MUESTRAS AILSLAPAS ¥ SU RELACION
CON LA MOVILIPAD Y LA CAPACITACION ESPERMATICA

G6P (nmol/lo8 Movilidad Reacci§n acrosomal®
sptza (minutos)b Inicio (min) Porciento
0.35 ¥ 0.42 212 % 10,6 68.9 * 29,9 18.2 £ 9.8
2= -0.221 . ~0.091 0.149

%para cada experimento, las muestras provienen de un cuyo. Los
expermatozoides se lavaron segfin el esquema habitual (L. normal)
para luego determinar la G6P., La concentracifn del metabolismo,
y el tiempo se expresan como X % d.e, de los valores obtenidos
de 9 experimentos. El porcentaje de RA se calculd de 7
experimentos.

bLos espermatozoides lavados se incubaron a 37°C en soluciﬁn

salina, y la duracién de su movilidad se determin6 como se

describe en Métodos.

®Los espermatozoides lavados se incubaron a 37°C en MCM para
determinar la RA como:se indica en Mé&todos.

dr es el valor del coeficiente de correlacidn evaluado entre el

parimetro senalado y la concentracifn de la G6P,
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Efecto de La incubacidn en MCM sobre La concentracibn de GéP y La
capacitacibn espermdtica

Como se indic6 antes, el contenido de G6P en muestras
espermticas individuales fue variable, y a menudo, -no detectable.
Para investigar m&s a fondo si un retardo eh la presentacifn de la
RA podria atribufrse a una mayor concentracién ﬁe la hexosa fosfato
intraespermdtica, la valoracifn del metabolito se realiz6 en
muestras obtenidas a los 5 min de iniciada su incubacién en MCM,
asf como en los espermatozoides lavados.

En los 10 experimentos realizados, los espermatozoides lavados
(L. normal) mostraron un contenido medible de G6P, corroborando lo
obtenido antes. La concentracifn de G6P en los espermatozoides
incubados 5 min en MCM vari6 aleatoriamente, con respecto a la
observada en los espermatozoides lavados: en cinco de las diez
determinaciones, la concentracién mostrd un le#e aumento, en dos,
se conserv6 y en los otros tres, tendié a disminuir,

La concentracifén de la G6P en los espermatozoides lavades o
la presentada por los incubados 5 min en MCM se analiz6 con
relacién al tiempo en la cual las c&lulas mostraron la RA, asi
como con la velocidad con la cual ésta se present§. No se
encontrS6 una relacifn lineal entre alguno de los pardmetros

indicados (Tabla 4).
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TABLA 4. CONCENTRACION DE G6P EN LOS ESPERMATOZOIDES INCUBADQOS EN

MCM Y SU RELACION CON LA CAPACITACION

G6P {nmoles/108 espermatozoides) Reaccién acrosomal®
Lavados® Incubadosb Inicio (min) Porciento
0.92 % 0.57 (8 1.00 % 0.47 (100 5.7 % 7.5 (6) 23.7%11.5(5)
5 -0.203 0.066
Ty 0.294 0.192

qLos espermatozoides se lavaron por el esquema habitual (L. normal).
Los valores en la Tabla son reportados como X ¥ a.e. (nmero de
experimentos).

bLos espermatozoides lavados se incubaron a 37°C en MCM, y a los

5 min se extrajo una muestra alfcuota para determinar la G6P.

La RA se valor6 en los gametos incubados en MCM como se describe

en Métodos.

dLos valores de inicio y porcentaje de la RA se correlacionaron
contra la concentracibn de G6P en los espermatozoides lavados

{rL) o la de los lavados e incubados 5 min en MCM (rI).
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Efecto de 208 Lavados en La concentracidn intraespenmdtica del ATP

Debido a que la concentracidén de la G6P, una posible fuente
energética de los espermatozoides, no mostr6 ninguna relacién con
el tiempo de su capacitacién, ni con la velocidad de aparicién de
la RA, y a que el ATP es la principal mol&cula utilizada por las
células para la obtenci6n y almacén de energia, el nuclebtido fue
valorado para relacionar su concentracifn con los par&metros
indjcados.

Se obtuvieron espermatozoides, se mezclaron y lavaron una o
dos veces por el método habitual (L, normal), y el ATP se valoré
en la suspensifn espermdtica recién obtenida y en los espermatozoides
lavados una o dos veces,

La concentracién de ATP mostrada por los gametos recién
obtenidos fue muy variable de muestra a muestra, Se observd,
ademds, que la concentracifn disminuy& desde 7,33 fi3.33 nmol/loa
espermatozoides luego de ser obtenidos (5 experimentos) a 4.9 .
2.87 (3 experimentos) en los lavados una vez y 4.96 T 5.4 (5
experimentos) en los lavados dos veces, La concentracién del ATP
en los espermatozoides lavados una sola vez no fue significativamente
diferente de la de los espermatozoides recién obtenidos o lavados
dos veces, pero la de espermatozoides recién obtenidos si lo fue
comparada con la mostrada por las c&lulas lavadas dos veces

(p < 0.01).
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Concentracilfn de ATP intraespermdtico y 4u relacddn con el Ziempo
de capacitacibfn de Los espermatozoides

Los siguientes experimentos se realizaron para conocer si las
células con mayor capacidad metab8lico-energética (evaluada como
concentracién de ATP), presentaban mds ripidamente la RA, En cada
exoerimento, las muestras de los eseprmatozoides de cuyos se
lavaron bajo los dos diferentes esquemas mencionados previamente, y
otros se mantuvieron en la soluci6n salina de extraccibn, como se
indica en la Tabla 2, El ATP se valoré en los 3 tipos de muestras
y en los espermatozoides que se transfirieron e incubaron 5 min en
MCM.

La concentracifén espermidtica del ATP fue variable de
experimento a experimento., En las c&lulas lavadas con 1,0 o 0.5 ml
de solucibn salina, la concentracibn de ATP no fue significativa-
mente diferente entre ambos tipos de muestras, peroc la mostrada
por las cé&lulas lavadas con 0.5 ml si lo fue con respecto a las
incubadas en salina (p < 0,02; Tabla 5), que presentaron un mayor
contenido de ATP, En los espermatozoides provenientes de la
incubacibén en salina, y en seguida incubados 5 min en MCM, su
concentracién de ATP fue significativamente mayor (p < 0,02) que
la presentada por las células lavadas con 0,5 ml, pero no lo fue
con respecto a las lavadas con 1,0 ml, aunque la diferencia quedd

en el limite de la significancia (0,05 < p < 0,075; Tabla 5),
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TABLA 5. EFECTO DEL VOLUMEN DE LAVADO SOBRE LA CONCENTRACION DE

ATP Y EN LA CAPACITACION DE LOS ESPERMATOZOIDES

. ATP {nl'rl:;les/lo8 sptz) Reaccibn acrosc:rrald
Tipo de Tncubados
lavado® Tavados’ 5' en MoMC Inicio (min) Porciento
L. normal 5.39 Y4.82 4.93%3.091 55.2 £ 11.3 11.2% g6
L. medio a.46 ¥ 2,01 5.06  4.62 55.9% 1.3 28% 54
Incubados x + + +
en salina 6.10 £ 4.43 6.42 * 5.44 79.6 % 9.6 3.9% 1.9

8La suspensién de espermatozoides recién obtenidos fue dividida en

tres parteé, cada una de las cuales se trat6 como se indica en la
Tabla 2 para su lavado. Los datos que se muestran son la X ta.e.
de los valores obtenidos de 5 experimentos

bDe las suspensiones de espermatozoides lavados o de los incubados

en salina, se tom6 una muestra alicuota para determinar el ATP

CLos espermatozoides lavados o los incubados en salina se
transfirieron a MCM a 37°C, y a los 5 min se extrajo una muestra
alfcuota para determinar el ATP

dLa RA se determinb6 en los espermétozoides incubados en MCM como se

indica en Mé&todos.
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En 4 de los 5 experimentos realizados, la concentracibn del
ATP en los espermatozoides incubados 5 min en MCM fue menor que la
observada en sus correspondientes espermatozoides lavados, con 0.5
o 1.0 ml

Por otra parte, para una misma muestra, la aparicién de la RA
durante su incubacifn en MCM ocurrif en forma simulténea en los
espermatozoides lavados con 1,0 o 0.5 ml, mientras que,
invariablemente, la presentacién de la RA fue posterior en los
espermatozoides manejados en forma paralela, pero que no se lavaron.
Ademds, consistentemente, el porcentaje de espermatozoides con RA
siempre guard6 el orden siguiente: lavados con 1.0 ml > lavados
con 0.5 ml > incubados en la solucibén salina de extraccifbn.

Cuando se correlacion6 la concentracién de ATP hallada en los
espermatozoides lavados bajo cualquiera de los dos tratamientos, o
la de los gametos no lavados, asi como la concentracién de ATP en
las células incubadas en MCM 5 min, contra el tiempo y la velocidad
de aparicibn de la RA, no se encontr6 relacifn lineal entre estos

paréametros,

Efecto del bicarbonato sobre Las conceninraciones de G6P y ATP y
sobre La movilidad y Ca capacditacidn espermdticas
a) Sobre las concentraciones de G6P y de ATP
Los gametos recién obtenidos se mezclaron y lavaron por
el esquema habitual (L, normal), La suspensifn celular

se dividié en dos partes, una de las cuales se incubd en
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solucibn salina como contrecl, y la otra en esta solucién
suplementada con bicarbonato (véase Mé&todos). Las
concentraciones de G6P y de ATP fueron determinadas en
muestras alicuotas obtenidas a los 5 min de iniciada la
incubacién, asi como en los espermatozoides lavados.

Se encontr6 (Tabla 6) una concentracibn de G6P similar en
los gametos incubados en solucién salina y en los
incubados en presencia del bicarbonato, asi como con la
presentada por los espermatozoides lavados. Por otra
parte, la concentracién del ATP de las c&lulas lavadas y
de las incubadas en solucifén salina fue igual entre si,
mientras que la mostrada por los espermatozoides incubados
en presencia del bicarbonato fue significativamente mayor
a la de los espermatozoides lavados (p < 0.01), pero no a
la de los incubados en salina,

Se busc6 una relacifn entre la concentraciSn de ATP de las
c&lulas lavadas con la de G6P de las mismas cé&lulas.
También se relacionaron ambos metabolitos en las células
incubadas 5 min en salina y en salina-bicarbonato, y no

se halld alguna correlacién entre ambos parémetros. (Para

realizar estas pruebas se consideraron los datos de las

Tablas 6, 7 y 8).
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TABLA 6. EFECTO DEL BICARBONATO SOBRE LA COMNCENTRACION DE G6P Y DE

ATP
Tratamiento Gép (nm°1/108 ATP {nmpl/loa movilidad
sptz sptz (min) €
Lavados? 1,03 0,53 §.9¢ & 1.76 -
salina® 0.91 ¥ 0,41 6.10 ¥ 2,09 17.0 ¥ 4.9
Salina- + ™ &
bicarbonato 0.93 ¥ 0,52 7.19 ¥ 2,20 18.7 £ 2.9

%pe 1la suspensién de espermatozoides lavados se tom6 una muestra

alicuota para determinar la G6P y el ATP. Los valores representan

la X ¥ d.e. de los datos de 4 experimentos,

b

Los gametos lavados se incubaron en solucibn salina o salina-

bicarbonato, y a los 5 min se extrajo una muestra alfcuota en la

cual se determinaron la G6P y el ATP

®La movilidad se determiné como se indica en Mé&todos
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Sobre la movilidad

La duracifn de la movilidad de los espermatozoides

incubados en salina, en presencia o ausencia del

bicarbonato, fue totalmente independiente tanto de la

concentracifn de G6P como de la ATP presentada por

las células lavadas, asf como de la mostrada de ambos

metabolitos por los espermatozoides a los 5 min de

incubacifn en cualquiera de los dos medios (Tabla 6),

aunque se observé que siempre el tipo de movilidad,

evaluado subjetivamente, fue mejor en las c&lulas

incubadas en salina~bicarbonato,

Sobre la capacitacién

i)

Durante una preincubacién de 5 min

Los espermatozoides recién obtenidos se mezclaron y
lavaron por el método habitual (L, normal), La
incubacién se inicié por la adicibén de salina-
bicarbonato. Durante esta incubacibn se obtuvieron
pequefias muestras cada 2 o 3 min, para registrar la
permanencia de movilidad, y el proceso se continuaba
hasta que los espermatozoides se observaron
inm6viles, A los 5 min de iniciada la incubacién en
salina~bicarbonato, una muestra alfcuota de
espermatozoides se transfirié a MCM para determinar

el tiempo de la aparicibn y la cinética de RA.
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Cuando la concentracién de G6P o de ATP mostrada por
los gametos lavados fue alta, el porcentaje de RA de
los espermatozoides incubados en MCM fue ligeramente
mayor. Sin embargo, no se encontré una relacién
lineal entre estos parémetros. Por otro lado, el
tiempo al que la RA se presentd en las muestras en
MCM, fue independiente de las concentraciones de
ambos metabolitos mostradas por los gametos lavados
o por los medios incubados en el medio con bicarbonato (Tabla 7).
Durante la preincubacién por 35 min

Moreno (1985) comunicé gqgue la preincubacidén de los
espermatozoides durante 35 min en una solucién salina
suplementada con bicarbonato 25 mM permitfa que los
gametos expresaron la RA en los primeros 15 min

luego de ser transferidos al MCM.

Los espermatozoides se obtuvieron y lavaron por el
método habitual, se mezclaren y se preincubaron en
salina-bicarbonato durante 35 min, al término de los
cuales se transfirieron a MCM. El1 ATP y la G6P se
dgterminaron en las células lavadas y en las
preincubadas por 5, 15, 25 y 35 min en presencia del
bicarbonato, asf como en las transferidas a MCM e
incubadas 5 min en este medio.

Las concentraciones de ambos metabolitos disminuyeron

gradualmente a lo largo de la preincubacién (Tabla 8).
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TABIA 7. CONCENTRACION DE G6P Y DE ATP EN IOS ESPERMATOZOIDES LAVADOS Y EN
I0S TNCUBADOS EN SALINA-BICAREONATO, TABIA DE RETACIONES ENTRE IAS
CONCENTRACIONES DE METABOLITOS Y IA MOVILIDAD O REACCION ACROSOMAL
Movilidad_ Reacci6n acrosamal?
(minutos) Tnicio (min)  Porciento
Meta- Esperma- Concentracién + + ¥
folifo  tomides  GaeiAAGh cery) | 155 66 75.4 £ 9.4 18.4 5.6 (6)
Lavados® 6.72'= 9.31 r = 0.788°% r = 0,358 r = 0.746
ceP
Incubados®  0.28 ¥ 0.19 r = 0.226 r = 0.824 r = 0.404
Lavados® 9.78 £ 3.96 r = 0.841 r = 0.518 r = 0.585
ATP " .
Incubados®  6.29 * 3.58 r = 0.808 r = 0.593 r = 0.266

%pe los espermatozoides lavados

z d.e. de 8 experimentos, excepto de donde se indica.

en la forma habitual (L. normal) se extrajo una
muestra alicuwota para determinar la G6P y el ATP. Todos los valores son la X

bI.os espermatozoides lavados se incubaron a 37°C en salina-bicarbonato, y a los 5

min se extrajo una muestra alicuota para determinar los metabolitos.

®En los espermatozoides incubados en salina-bicarbonato, la movilidad se evalud
como se describe en M&todos.

dDespuéS de 5 min en salina-bicarbonato a 37°C, los gametos se transfirieron a

MCM para determinar la RA como se indica en MEtodos.

€la movilidad, el inicio de la RA y su porciento se relacionaron contra la
concentracifn de los metabolitos, y los valores correspondientes amarecen en la

Tabla.



48

TABLA 8. EFECTO DE LA PREINCUBACION EN BICARBONATO SOBRE LAS

CONCENTRACIONES DE G6P Y DE ATP

Espermato- ATP (nrnol/lo8 G6P {nmol/lo8
zoides sptz)?@ sptz)ad
Lavados 8.88 £ 10.67 0.75 ¥ 0.31
Q| 5 min 9,93 % 13,24 0.78 % 0.29

15 min 7.05 £ 7,46 0.51 £ 0.53
25 min 5.96 % 6.04 0.48 % 0,24
&l 35 min 7.46 £ 9,73 0.32 £ 0.30
Transferidos® 3.22 % 5,50 0.24 % 0.26

= + ;
3L0s valores representan el X - d,e. de los datos de 5 experimentos

bLos espermatozoides lavados se preincubaron hasta 35 min a 37°C en

salina-bicarbonato, y a los tiempos indicados se extrajeron

muestras alicuotas en las que se determinaron los metabolitos

“Los espermatozoides preincubados 35 min en salina-bicarbonato se
transfirieron a MCM a 37°C, y a los 5 min se tom6§ una muestra

alfcuota para determinar los metabolitos
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En esta serie de experimentos se observ6 un
coeficiente de correlacifn de 0.8 entre el porciento
de espermatozoides con RA en los primeros quince
minutos de la transferencia al MCM (14,2 t 8.0) y la
concentracifn del ATP intraespermitico en los gametos
lavados, mientras que el RA no mostr6 ninguna
relacibn con la G6P mostrada por los mismos
espermatozoides,

En dos ocasiones se tuvo, adem&s, un control
paralelo: espermatozoides de la misma suspensifn
lavada, y que fueron preincubados en solucién salina
simple, de forma simult&nea a la incubada en salina
con bicarbonato. Las concentraciones de los
metabolitos de los espermatozoides descendieron de
la manera sefialada antes, cuando se preincubaron en
salina-bicarbonato, y de forma mds brusca en los
espermatozoides preincubados en salina (Tabla 9). En
esta solucibn las mayores cafdas se observaron al
inicio de las transferencias (de lavados a salina y
de &sta a MCM),

Por otra parte, tanto la concentracifén del ATP, como
la de G6P en los espermatozoides preincubados en
salina con bicarbonato mostr6 valores mids altos gque
las mostradas por los preincubados en salina al

mismo tiempo,
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TABLA 9. EFECTO DE LA PREINCUBACION DURANTE 35 MIN EN SALINA SIMPLE
O SUPLEMENTADA CON BICARBONATO SOBRE LAS CONCENTRACIONES

DE G6P Y DE ATP

Espermato- AP (nmo1/10% sptz) e (mo1/10% sptz)
_zoides Control Experimental Control  Experimental
Lavados 4.20 ¥ 2.06° 0.83 ¥ 0.25
2| 5 min 2.30 Y 0.67  3.59 ¥ 1.16 0.30 X 0.42 0.79 ¥ 0.26
é 15 min 2.50 4.03 0.51 0.82
25 min 2.12 3.05 0.47 0.72

&l 35 min 1.83%0.28 2,56 £ 0.76 0.0 0.31 ¥ 0.43
Transferidos® 1.50 £ 0.33  2.37 £ 0.90 0.0 0.10 £ 0.14

3Los valores son la X T d.e. de 2 experimentos

bLos espermatozoides lavados se preincubaron hasta 35 min a 37°C
en salina (control) o salina-bicarbonato (experimental),+«y a los
tiempos indicados se extrajeron alicuotas para determinar los

metabolitos

A los 35 min de la preincubacibn, los espermatozoides se
transfirieron a MCM, y a los 5 min se tom6 una alicuota para

determinar los metabolitos
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En las muestras preincubadas en salina 35 min y
transferidas al MCM, no se observé RA en los
primeros 15 min de la transferencia, mientras que si
fue aparente en las preincubaciones en salina-
bicarbonato y transferidas (RA% = 10.0 = 3.8), lo

que corrobora lo comunicado por Moreno (1985).
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DISCUSION

Efecto de Los Lavados sobre ef nivel de fLa G6P y La nelacibn de fLa
concentracibn con fLa capacitacibn y La expresién de La RA

Los espermatozoides después de dos lavados mostraron una
concentracién significativamente mayor (p < 0.01) de G6P que las
células recién obtenidas de los conductos deferentes (Tabla 1). E1
precursor natural de la hexosa fostfato, la glucosa, se ha encontrado
en el plasma epididimal de varias especies a concentraciones muy
bajas o de "trazas" (Mann y Lutwak-Mann, 1981). En este trabajo,
el sacidrido libre en el plasma epididimal mostr& una concentracidn
de 2.5 - 1.42 pyM, mayor a lo reportado para otros animales (Mann y
Lutwak-Mann, 1981). Esto no es sorprendente, ya que también se ha
encontrado mds glucosa en el plasma seminal del cuyo que en el de
otras especies (Frenkel y col, 1975). Por otra parte, los
espermatozoides de los conductos deferentes no mostraron una
concentracién detectable de glucosa libre. Es bien sabido que en
otros tipos celulares el azficar es captado e inmediatamente
fosforilado, y en el espermatozoide parece ocurrir lo mismo.

Asi, el incremento observado de G6P podria explicarse por
glucosa epididimal pero no por glucosa espermitica. Como otro
precursor de la hexosa-fosfato, se podria considerar en primer
término, a la fructosa-6-fosfato (F6P) esvermitica, La fructosa
es cuantificable en el plasma epididimal de bovino: 7 mg/100 ml

(Mann, 1975); y existen todas las enzimas de la via glucolftica en
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el espermatozoide, de forma que la F6P podria ser convertida a G6P
por la isomerasa especifica, quizd como resultado de una
disminucién en el metabolismo glucolitico/fructolitico (Hoskins,
1973), a consecuencia de los lavados, tal vez debido al pH &cido
(5.5) de la solucibn salina (Rose y Rose, 1969). Otro posible
precursor causante del incremento en la concentracibén de la G6P
podria ser el sorbitol, un azficar-alcohol ciclico, componente normal
del plasma epididimal (< 1 a 306 mg/100 ml; Mann, 1975; Mann y
Lutwak-Mann, 1981). Este metabolismo puede ser convertido a
glucosa o a fructosa por reductasas estereoespecificas, una de las
cuales, la sorbitol-deshidrogenasa (cetosa-reductasa), que produce
fructosa, se ha reportado en el espermatozoide de carnero (Mann y
Lutwak-Mann, 1981). El sorbitol, aunque es metabolizado, no puede
soportar una alta movilidad ni una sintesis elevada de ATP en el
espermatozoide (Hoskins, 1973). Una tercera posibilidad para
explicar el incremento en la concentracifn de G6P podrfa ser, que
ésta provenga del mio-inositol, otro azficar-alcohol ciclico,
presente en el plasma epididimal de varias especies (de 10 a 45 mg/
100 ml; Mann y Lutwak-Mann, 1981), y del gue existen evidencias que
es secretado por el propio epidfidimo (Cooper y col, 1985). La
formacién del mio-inositol en el espermatozoide se ha descrito que
ocurre a partir de la glucosa, con la G6P como intermediario (Mann
y Lutwak-Mann, 1981; Rancour y Welles, 1982). Sin embargo, la via

inversa, de formacién de glucosa a partir del mio-inositol no se
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ha descrito en e) espermatozoide, pero si se ha postulado que
ocurre en el rifi6én (Charalampous y Lyras, 1957),

Por otra lado, cuando la glucosa fue adicionada al medioc de la
obtencifn de las c€lulas se observd una acumulacién intracelular de
la hexosa fosfato, y el tiempo de expresifn de ia RA y su cinética
se vieron afectados, Ademds, los gametos que se mantuvieron en
presencia del fluido epididimal y diluidos en salina, mostraron
también una alta concentracién de G6P al té&rmino de la
preincubacibn; y al ser transferidos al MCM, presentaron, al igual
que los espermatozoides obtenidos en presencia de glucosa y lavados,
un retardo en la expresién de la RA, y esta reaccibén se present6
en un porcentaje menor de espermatozoides,

Rogers y Yanagimachi (1975b) encontraron que en presencia de
glucosa, la aparici6n de la RA era més tardfa, y propusieron que se
debia a un retardo en la capacitacibn, pero MGjica y Valdés-Ruiz
sugirieron que la glucosa no retardaba la capacitacibn, afin més,
era capaz de llevarla a cabo, en poco tiempo, pero que impedia la
RA, Estos filtimos autores propusieron que el &ster fosfbérico del
azficar, la G6P, fuera el que inhibiera a la RA, la cual se
presentaria al bajar el metabolito a niveles permisivos, MNuestros
resultados son mis acordes a lo reportado por MGjica y Valdés-Ruiz
(1983), ya que tanto en las células po lavadas, como en las cargadas
con glucosa, donde la concentracifn de la G6P fue mis alta que la de
las lavadas normalmente, la RA aparecif mis tardiamente y el

porcentaje de RA fue menor,
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Sin embargo, cuando los espermatozoides lavades normalmente se
incubaron en MCM con el fin de evaluar la aparicifn y la cinética
de la RA, ambos paré@metros fueron independientes de la cancentracifn
observada de G6P en los gametos lavados y de la que mostraron a los
5 min de su incubacién en MCM (Tablas 3 y 4), méds bien parecerian
relacionadas con las caracteristicas propias de las muestras, Debe
tenerse en cuenta que durante su capacitacién en MCM, los gametos
se vieron expuestos a sustratos ex6genos, lactato y piruvato, y que
&stos pueden influir en la capacitacifn (Regers y Yanagimachi, 1975),

Por otra parte, de los resultados fue aparente que el lavado de
las células disminuyé el tiempo requerido para la capacitaci6n,
quiz& por una remocifén mds rfpida de componentes glicoprotéicos del
plasma epididimal, algunos de las cuales se han descrito como
retardadores o inhibidores de la capacitacién, y se les ha designado
como Factor (es) descapacitante(s) (Aonuma y col, 1982; Davis y

Davis, 1983; Reddy y col, 1979; Van der Ven y col, 1982),

Efecto de Los ndiveles intraespermdiicos de ATP sobre La
capacitacidn y La RA

Cuando el ATP se valor$ en los espermatozoides durante el
proceso de lavado, se observd§ que la concentracién del nuclebtido
descendié gradualmente, paralelo al incremento en la concentracifn
de la G6P intracelular, Lo anterior podrfa ser explicado por una
captacibn y fosforilacién de la glucosa o de otros precursores de

la G6P, con utilizacifn de ATP,
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Igualmente, el decremento de la concentracibén celular de ATP
durante el lavado puede atribuirse a su utilizacién para la
movilidad; ya que las c&lulas al ser dilufdas durante su extraccién
inician el movimiento y lo mantienen a lo largo de su lavado,

Cuando se relacion6 la concentracibn de ATP observado en las
c&lulas lavadas contra el inicio de la RA y su cin&tica, no se
observ6 una correlacién lineal, Por otra parte, el ATP de las
cé&lulas no lavadas, preincubadas en salina, fue mis alto (el valor);
sin embargo, la RA se presentd en estas c€&lulas mis tardiamente, y
su cinética fue menor que la mostrada por los gametos no lavados,.
Esto podria ser atribuido, como ya se mencionf, a la permanencia

de factores descapacitantes provenientes del fluido epididimal,

Efecto del bicarbonato sobre La movifidad, ef metabofismo y La
capacitacddn esparmdticas

Los espermatozoides lavados, incubados en salina simple o
salina-bicarbonato, permanecieron vailes durante un tiempo similar,
y la duracibn fue independiente de la concentracibén de ATP o G6P,
asi como de la mostrada por las células a los 5 min de incubacifn
en cualquiera de los dos medios (Tabla 6), aunque siempre el tipo
de movilidad sujetiva de los espermatozoides en salina-bicarbonato
fue aparentemente mejor,

Los niveles de G6P y de ATP disminuyeron tanto en los
espermatozoides incubados en salina simple como en salipa-

bicarbonato. Sin embargo, en los incubados durante 5 min en



57

presencia del bicarbonato la concentraci6n de ambos metabolitos
fue mayor, que la observada en los espermatozoides incubados en
salina (Tabla 6) esto se repiti6 cuando la incubacifn se realizd
hasta por 35 min (Tabla 9). Por la presencia de bicarbonpato, se
esperaba una.concentracién de ATP mayor, ya que es sabido que la
gluc6lisis se acelera a pH elevado, sin embargo, no se esperaba
gue la G6P también se maptuviera mds alta en los espermatozoides
incubados en el medio con bicarbonato., La mavor concentracidn de
ATP en presencia del bicarbonato podrfa explicarse poxr un mayoxr
metabolismo diferente al glicolftico, ya que el gasto energético
por movilidad serfa aparentemente igual (por la duracibn), o
ligeramente mayor en presencia del bicarbonato, donde las células
presentaron un movimiento un poco més activo,

Otra explicacibn serfa que el precursor (sugerido previamente)
de la G6P afin se encontrara dentro de la c&lula en cantidad
suficiente para ser convertido a la hexosa fosfato a mayor
velocidad, y &sto, a su vez, redundara en una glicflisis acelerada,
que concordarfa con el incremento obseriado de ambos metabolites,

Los espermatozoides preincubados en salina o salina-
bicarbonato dejan de moverse pronto, pero se mantienen viables, ya
que, al ser transferidos a MCM, pueden recuperar su movilidad y
expresar la RA dentro de los primeros 15 min de su transferxencia
cuando la preincubaci6n se realizd en el medio con bicarbonato
(Tablas 8 y 9) o a tiempos md&s largos en -los gametos preincubados

en salina, lo que concuerda con lo observado por Moreno (1985).
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La movilidad de los espermatozoides preincubados ep salina
simple o salina-bicarbonato ces§ cuando las cé&lulas afin contenfan
niveles altos de ATP. Esto fue observado también en los gametos
del bovino por Hoskins (1973). El ca®* se ha sugerido que

participa en la movilidad (Tash y Means, 1983), y al Mgz+ se le

reporta como necesario para la movilidad en ausencia de Ca2+ (Hyne
y cols, 1984). Se podria considerar que un equilibrico entre ambos
iones celulares con el medio de incubacifn causara una disminucién
de la concentracibn intracelular de los mismos, a niveles no
permisivos para la movilidad esperméitica.

El efecto de la preincubacifn en presencia de bicarbotho sobre
la capacitacifn espermdtica comunicado por Moreno (1985) fue
corroborado con los resultados de este trabajo. Treinta y cinco
minutos de preincubacifn permitieron que los espermatozoides
transferidos al MCM mostraran la RA dentro de los primeros guince
minutos de su transferencia, no asi los controles preincubados en
salina simple, Se indicé arriba que la concentracién
intraespermdtica del ATP cuando el medio de incubacifén contenfia
bicarbaonpato fue m&s elevada, que en su ausencia por lo cual podrfa
sugerirse que este mayor estado energético sostenido por las
células, las ayude a capacitarse, El efecto del bicarbonato sobre
el metabolismo y la capacitacién del espermatozoide habia sido
sugerido (Chang, 1957; Foley y Williams, 1967; Murdech y White,
1968a, b). Asi mismo, Hyne y Edwards (1985) comunicaron que una

alta concentracifn espermftica de ATP acorta el periodo de
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capaciiaci&n. Contrario a ésto, Rogers y Morton (1973) mostraron
gue en el espermatozoide del h&mster, el nivel total de ATP
desciende de 3 a 5 veces durante una incubacifin capacitante. Por
otra parte, se ha descrito que la sintesis de ATP por sustratos
endb6genos es constante, y que en la produccifn total de ATP
participan ademis los sustratos ex6genos (Inskeép y Hammerstedt,
1985). En este trabajo, se encontr6 que la concentracifn de ATP,
durante la incubacifn capacitante en salina-bicarbonato, disminuyél
gradualmente aunque se mantuvo mis elevada que la presentada por
los espermatozoides en una incubacifn no capacitante, en salina
simple., Por otra parte, la RA bajo las.:condiciones experimentales
de este trabajo, no parecif ser soportada por los sustratos
endbgenos, sino requerir de la presencia de los sustratos exfgenos
lactado y piruvato, ya que se presentd dentro de los primeros 15
min despu&s de la transferencia al MCM,

Se ha hecho mucha referencia, a que la movilidad no se mantuvo
por tiempo prolongado (no mayor a los 30 min) en los espermatozoides
preincubados en salina o en salina-bhicarbonato, Esto esté de
acuerde a lo comunicado por Hyne (1984), quien observé que el
bicarbonato y el calcio son indispensahles para mantener la
movilidad espermftica en ausencia de sustratos exBgenos. La
presencia de ambos iones en el medio causa una elevacifn del AMPC
espermdtico (Hyne, 1984; Garbers y cols, 1982; Okamura y cols,
1985). También se ha propuesto que el efecto sobre la elevacibn

del AMP_ por el bicarbonato se deba a una alcalinizacidn del
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citosol espermitico (Vijayaraghavan y cols, 1983), ademds, el AMPC
se ha involucrado como un componente de la capacitacibn (Garbers y

Kopf, 1980). La ausencia de Cat

durante la preincubacibén en
salina o salina~bicarbonato podria ser el factor limitante de la
movilidad espermdtica.

En este trabajo se ha mostrado que el ion bicarbonato tiene un
efecto sobre el ATP, la G6P y la capacitacibn espermdtica. Sin
embargo, de los resultados mostrados, no se puede afirmar que el

efecto del bicarbonato sobre los metabolitos sea lo que permite la

capacitacibén de los espermatozoides,
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CONCLUSIONES

En los espermatozoides recién obtenidos de los conductos
deferentes del cuyo la concentracibén de G6P es limitada, y
frecuentemente no detectable. En los espermatozoides lavados,
la concentracién de G6P fue siempre medible, aunque variable
de muestra a muestra.

Se sugiere la existencia, en el espermatozoide y/o en el liquido
epididimal, de un precursor o precursores de la G6P, los cuales
causan en el espermatozoide un incremento en la concentracibn
de la hexosa fosfato, como resultado de los lavados celulares.
Como precursor se descarta a la glucosa libre intraespermética,
y se consideran poco factibles a la del plasma epididimal y a
la F6P espermdticas. Por otra parte, al sorbitol o al mio-
inositol espermdticos, o constituyentes del plasma epididimal,
se les podrfa también atribuir la funcién precursora.

En los gametos no lavados, preincubados en salina, y en los
obtenidos con glucosa y lavados, se obsery6® una concentracién
mis elevada de G6P que en los lavados normalmente; asi como un
retardo e inhibicién parcial de la RA, aunque no hay evidencia
directa de que el nivel de la G6P sea el causante, es
importante sefialar la coincidencia.

La concentracién del ATP disminuy6 con el nfimero de los
lavados; tal vez debido a su utilizacibn para la movilidad y/o

la fosforilacién del precursor de la G6P, la que se incrementa
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con los lavaaos.

La movilidad, asi como el tiempo de aparicibn y la cinética de
la RA parecen ser independientes de la concentracién celular de
G6P o de ATP que presentan los espermatozoides lavados, e
igualmente de lo que muestran a los 5 min de su incubacifn en
MCM.

Parece ser insuficiente el metabolismo de los sustratos
end6genos para la expresibn de la RA, ya que esta s6lo se
presenta en el MCM, que tiene lactato y piruvato.

Para la conservacibn de la movilidad espermdtica, parece ser
insuficiente la presencia de los iones sodio y bicarbonato en
la preincubacifn de los espermatozoides.

El i6n bicarbonato parece mejorar el tipo, aunque no la duracifn
de la movilidad esperm&tica. Adem&s, mantiene elevados los
niveles de ATP y la G6P en una preincubacifn capacitante. Sin
embargo, no puede aseverarse que los efectos causados por el
bicarbonato sobre el metabolismo, sean, a su vez, causantes de

la capacitacifn.
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