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EFECTO DE LA GLUCOSA SOBRE EL AMPc, EL METABOLISMO
ENERGETICO Y LA MOVILIDAD DEL ESPERMATOZOIDE

DE LA RATA AL INICIO DE LA CAPACITACION.

INTRODUCCION

LA REPRODUCCION SEXUAL.

La aparicidn de la reproduccidn sexual en los organismos dio
un nuevo sentido a la vida, al proporcionarle una de sus estrate-
gias adaptativas mas importantes: la manera de incorporar cambios
genéticos para producir variabilidad (Margulis, 1986). Al introdu-
cirse la reproduccidn sexual, la recombinacidn genética sa
convirtid en la nueva manera de incrementar la variabilidad de los
individuos, de tal forma gque cada miembro de la nueva progenie se
constituyd como una creacidn dnica, por contener el genoma de sus
ancestros mezclado en una torma irrepetible. El proceso bioldgico
que hizo posible el enriquecimiento genético descrito es la
meiosis, cuyo producto son las células sexuales o gametos, que al
unirse originan un nuevo indi viduo cuyo principal papel

bioldgico serid la perpetuacidn de la especie (Ohno, 1980).



FERTILIZACLON INTERNA

Antes de que los animales con reproduccidn sexual invadieran
el Ambito terrestre, la tertilizacidn tenia lugar en el medio
acuoso, en donde los gametos eran liberados para su posterior en-
cuentro. Una manera mias eticaz de asegurar la reproduccidn fue por
medio de la tecundacidn interna, en la cual el macho depositaba
los espermatozoides en el interior del tracto reproductor de la
hembra, coordinando este evento con la liberacidén interna de los
évulos. La fertilizacidn interna se optimizd en el transcurso evo-
lutivo, y su eficacia se debe al surgimiento de estructuras espe-
cializadas (drganos copuladores y tractos reproductores) que faci-
litaron el encuentro évulo-espermatozoide al reducir las distan-
cias que debfia atravesar el gameto masculino y proporcionar mm
medio fisioldgico apropiado. Las consecuencias evolutivas son evi-
dentes: sdélo aquellos animales que adquirieron la fecundacidn
interna fueron capaces de lograr wma completa emancipacidn del
medio acuoso, lo gque les permitid conquistar el ambiente

terrestre.

LA REPRODUCCION EN LOS MAMIFEROS

En la Clase Mammalia, la reproduccidn involucra una serie de
procesos sumamente comple jos, que comprenden desde la formacidn de

gametos (ovogénesis y espermatogénesis), hasta el nacimiento del



nuevo individuo.

Los gametos son formados en las ydnadas, drganos especriali-
zados para la produccidn de células sexuales y con fimciones de
glandulas enddcrinas. Los dvulos son tormados en los ovarios,
donde se lleva a cabo la meiosis, la cual se inicia durante la
vida embrionaria de la hembra; mientras que los espermatozoides
son producidos en los testiculos por el mismo proceso una vez Jque

el macho ha llegado a 1la madurez sexual (Byskov, 1982), (Fig. 1).
ESPERMATOGENESI S

Desde que las gdnadas comienzan a diferenciarse morfoldgica-
mente en ovario o testiculo, las células germinales son
llamadas oogonias y espermatogonias respectivamente. Antes de
iniciar la reduccidén cromosémica por meiosis, las células se
dividen mitséticamente, despuds de iniciada la meinsis, serin
incapaces de volver a multiplicarse. En el macho, la
proliferacidn de las células se inicia wma vez llegando a 1la
pubertad ¥y se mantendra con caracter de indefinida, a
diferencia de la hembra, en la que la mitosis se presenta sdln
durante la vida embrionaria.

Los espermatogonios son clasificados en tres tipos: A, inter-
medios y B, de acuerdo con su cercania a la divisidon meidtica.
Después de la dltima divisidn mitética de los espermatogonios -B,

la célula Cahora espermatocito primario) duplica su DNA como si
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tuera a entrar en una nueva mitosis, pero en lugar de hacerlo, en-
tra en el leptoteno de la primera divisién reduccional, en la rual
se llevara a cabo el entrecruzamento cromosdmico. Una vez conclin-
da esta primera divisidén, 21 producte resultante son dos esperma-
tocitos secundarios, cada uno de los cuales tiene un juego de cro-
mosomas homélogos duplicados y recombinados. La vida del esperma-
tocito secundario es muy breve ya que pronto vuelve a entrar
en una divisidén meidtica, donde las cromitidas hermanas de cada
homdélogo (que se habian mantenido wunidas desde la duplicacidn
del DNA), se separan, resultando de este proceso dos espermitidas
haploides (op. c1t.).

El desarrollo de la espermitida hasta espermatozoide se cono-
ce como espermiogénesis, espermiochistogénesis o espermioteleosis
C(Baccetti, 1985) (Fig. 2). Este proceso consiste basicamente en
una reestructuracidn de la espermitida, la cual pasa de ser una
célula redonda y grande en una de tamafio considerablemente menor y
con un aparato que le confiere motilidad. Entre los cambios mas
notables que ocurren en la espermiogénesis estan 1la hiperconden-
sacidn que sufre =1 DNA, y que ocasiona que el micleo espermatico
sea muy pequefio en comparacidn con el somidtico; la formacidn del
acrosoma en la parte anterior de la cabeza, a partir de vesicrlas
ricas en enzimas hidroliticas originadas en el aparato de Golgis
hacia la regidn posterior hay una migracicdn de los centrinmlos. Los
cuales inician la formacidn del axonema. Las mitocondrias de 13

espermitida se acomodan alrededor de la pieza media del tlagelo
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Cla regién mas cercana a la cabeza), rodeandonla casi siempre en n
arreglo helicoidal y con un numero de vueltas constante para
cada especie (Setchell, 1982). Finalmente, algunos organelos como
el reticulo endoplidsmico y el aparato de Golgi dJdesaparecen;
también hay una eliminacidn del citoplasma sobrante, quedando
wwm——tmn residuo, la gota citoplasmica (Fig. 2). El producte de la
espermiogénesis es una célula que contiene sdéle 1o indispensable
para cumplir su funcidn, que es la de depositar el material

genético masculino en el dvulo durante la fertilizacidn.

ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE

En cuanto a su estructura, puede considerarse que el esperma-
tozoide tiene dos partes principales, la cabeza y el flagelo o
cola. La membrana plasmiatica rodea a la célula en su totalidad. A

continuacidn se describe cada una de estas partes.

I. Cabeza

La cabeza espermitica estd formada por el nuc len, el
acrosoma, una reducida cantidad de citoplasma ¥ al grinos
componentes del citoesqueleto. Como ya se menciond, en la cabeza
espermiatica la mayor parte del volumen es ocupada por el nuclea,

el cual tiene un tamafio reducido por estar altamente deshidratado
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C(Baccetti, 1485) y por la presencia de las protaminas, que
establlizan al DNA por medi de puentes disulturo -
interacciones idnicas (Eddy, 19Y8H; Keyes =t af. 14Y9/76). El material
genético del espermatozoide se caracteriza por ser muy semejante
al de las células somaticas pero transcripcionalmente inactive
CMann y Lutwak-Mann, 1981), ademas de estar cubierto por una
envoltura nuclear singular, ya que practicamente carece de poros,
salvo en algunas regiones especificas (Eddy, 1988; Baccett:,
1985).

En el acrosoma (Fig. 4b) se encuentran las enzimas necesarias
para penetrar al évulo en el momento de la fecundacidn. Entre las
principales enzimas acrosomales gque intervienen en la interaccidn
6vulo-espermatozoide estin la hialuronidasa, que es responsable
de la dispersién de las células del cunulus ocophorus y la
acrosina, que es una enzima proteolitica muy similar a3 1la
tripsina ¥y que no sdélo participa en la penetracidn de las
envolturas del dévulo, sino que al parecer también tiene que ver
con la penetracidn del espermatozoide en el moco cervical CDimbar

y Wolgemuth, 1984; Nelson, 13985).

IT Flagelo.

El flagelo es la parte mas grande del espermatozoide y tiene

como funcidn permitir a éste el desplazamiento. Para su estudio,

el flagelo espermidtico ha sido dividido en cuatro regiones o
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segmentos: las piezas conectiva, media, principal y terminal ¢
c1t. 3 Setchell, 1982) (Fig. 3). La piwza conectiva es &l sitio
donde se une la cabeza con el tlagelo, en la pieza media, =
axonema se encuentra rodeado por la cubierta mitocondrial (Fig
4c); la pieza principal, que es el segmento mas largo del tlagelo
y el que tiene la mayor participacidén en el proceso de motilidad,
esta protegido por una cubierta fibrosa formada por dos rcolumnas
longitudinales, colocadas en polos opuestos, y que son denominadas
dorsal y ventral. Finalmente, la pieza terminal estd libre de la
cubierta fibrosa y consiste dnicamente en el axonema cubierto por
la membrana plasmiatica. Internamente, el axonema tiene la misma
estructura conocida como sistema 942 (Fig.5). Entre el axonema vy
las cubiertas mitocondrial y fibrosa hay 9 fibras densas, cada una
de las cuales corresponde a un par de microtibulos; por la
presencia de estas fibras, para algunos autores el sistema de
componentes del axonema es 94942 (Cardullo y Cone, 1986). Estas
fibras se extienden a lo largo de la pieza media y parte de la

principal.

I1T Membrana

Aparentemente la estructura de la membrana espermitica sigue
el modelo del mosdico fluido transmembranal de otras células; pre-
senta tres diferentes partes: un glicocdliz externo, formado por

glicolipidos cargados y residuos de glicoproteinas con cadenas e
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oligosacaridos, y una matriz membranal con proteinas embebidas
dentro de la bicapa lipidica (Mann y Lutwak-Mann, 1981). Del
total de los lipidos que componen la matriz membranal, el 70X son
fosfolipidos y en menor proporcidn se encuentran otros tipos de
grasas. En lo referente a la cantidad de proteinas estructurales,
se ha observado que estin casi en la misma proporcidn que los
lipidos, =i hien hay wvariacinnes dependiendo de la regidn de 1la
célula o del estado tisinldgico (kEddy, 19u8),

Otra caracteristica importante de la membrana espermiatica es
la de tener diferentes dominios de superticie, que actiian con
funciones especificas, por ejemplo, de reconocimiento. En este
sentido, la membrana espermiatica es un verdadero mosidico, lo que
puede dar idea de la alta especializacién de cada parte del
gameto. Los dominios espermidticos se ven modificados durante las
diferentes fases de la vida de la cdlula; esta serie de cambios
tienen por objetivo que en el momento de la fertilizacidn los
gametos de la misma especie sean capaces de reconocerse (Shalgi,

et al., 1986).

METABOLISMO ESPERMATICO

El espermatozoide presenta cambions en el metabolismo conforme
pasa por las diferentes etapas de su vida. Durante la estancia del
espermatozoide en el testiculeo la energia es obtenida tanto de

reservas internas como de sustancias presentes en el plasma



testicular. La via mas utilizada en esta etapa es la oxidativa vy
las sustancias aparentemente preferidas son algunos lipidos
sobre todo fosfolipidos y Acidos grasos libres (op. att:
Brooks, et al., 1974; Garbers Yy Kopf, 1980). En el
epididimo, durante el proceso de maduracidn (que es la serie de
cambios que le suceden al gameto durante su viaje por la cabeza,
cuerpo y cauda epididimales; Hinrichsen-Kohane, et al., 1984 ,
el espermatozoide continda con mn metabolismo oxidativo de
lipidos. Este metabolismo ha mostrado ser, al igual que en otras
células, dependiente de la presencia de carnitina, la cual es
abundante en el plasma epididimal. Ademds de su funcidn en la
acetilacidén de lipidos para su posterior oxidacidn, 1la carnitina
permite el almacén de grupos acetilo, y por 1lo tanto, funciona
como reguladora de 1los niveles de acetil-CoA CBrooks, et
al., 1974); por otra parte, se ha visto que actua diferencial-
mente como estimulante o inhibidor de 1la respiracidén, y que
tiene efecto sobre el transporte de Ca++ (Deana, =t al., 1989).

La presencia de mayores cantidades de carnitina en 1la cauda
en comparacidén con la cabeza .y el cuerpo epididimales, podria
hacer pensar que el metabolismo del espermatozoide maduro se
perfila como lipolitico, sin embargo, la célula eyaculada es
considerada en general como preferentemente glicolitica, salvo en
algunas especies. El espermatozoide contiene todas las enzimas
necesarias para la degradacidn de carbohidratos desde que se en-

cuentra en el epididimo; esto ha sido demostrado en los

14



experimentos en los cuales, bajo condiciones in vitreo, las células
obtenidas de las diferentes regiones del epidiidimo son capaces de
utilizar la glucosa. Esta capacidad de metabolizar carbohidratos
es mayor en las células de la cauda, tanto en presencia como en
ausencia de oxigeno (Frenkel, et al., 1973a y 1973b). El hecho de
que el metabolismo de azudcares sea escaso en el epididimo se debe
a que en esta regidn se carece de tales sustratos, y si bien se
ha encontrado acido lactico, se cree que es producido en eventos
extraespermiaticos.

El contacto del espermatozoide con los carbohidratos
tiene lugar durante la eyaculacidn, en la cual los gametos se
diluyen con el semen, que tiene elevadas cantidades de fructosa;
en algunas especies como la rata y el cuyo, hay ademis la
presencia de glucosa, que es aportada por 1la glandula
coagulante y la vesficula seminal, respectivamente (Mann y Lutwak-
Mann, 1981). Estas dos hexosas, junto con la manosa, son las
moléculas preferidas por la mayoria de los espermatozoides y su
utilizacidn depende de la disponibilidad o de la preferencia de la
especie; por ejemplo, los del toro, carnero y del ser humano son
especies fructoliticas C(op.cit.), mientras que la rata puede
utilizar tanto glucosa como fructosa, pero prefiere a la primera
(Leese, et 2ol., 1981), la cual le es ademds indispensable para
fertilizar C(Niwa e Iritani, 1978).

Ademas de los sustratos mencionados, tanto en el semen como

en los fluidos genitales de la hembra existen otros



sustratos susceptibles de ser aprovechados por el espermatonzoide;
por ejemplo, el piruvato y el lactato o bien algunos 4cidos
grasos libres, que son utilizados peor especies que conservan su
metabolismo lipolitico. Los sustratos son procesados por la via
anaerobia y~/o por la oxidativa (esto depende de la naturaleza de
los mismos y de las condiciones ambientales); en relacidn a estas
vias, el espermatozoide es una célula peculiar ya que en compara-
cidn con las células somaticas, no sdlo tiene una baja tasa del
etecto Pasteur (inhibicidén del consumo de azucar en presencia de
oxigeno), sino que ademas algunas especies muestran el efecto
Crabtree, que es exactamente lo opuesto, y el cual es tipico de
las células tumorales (Fraser y Ahuja, 1988). En 1la fase
anaerobia, el espermatozoide utiliza las hexosas para producir, ya
sea por glucdélisis o por fructdlisis, dos moléculas de A&cido
lactico, las cuales en condiciones aerobias pueden ser introduci-
das en el Ciclo de Krebs o en algunos casos, utilizadas para 1la
sintesis de aminoicidos o de Acidos orgidnicos (Mann y Lutwak-Mann,
1981)>.

Durante la fase oxidativa, ademis de las moléculas de lactato
provenientes de la via glicolitica, también pueden metabolizarse
otras moléculas como acetato, sorbitol, glicerol vy algunos
aminoicidos. La capacidad para wutilizar tales sustratos es
presentada sdélo por algunas especies Cop. cut.).

Como se menciond al principio, el espermatozoide sufre cambios

en su metabolismo al pasar por diferentes etapas. En el caso del

16



gameto eyaculado, al ser depositado en el tracto reproductor
femenino, inicia el proceso denominado capacitacion. Este consiste
en una serie de cambios que tienen como consecuencia final la
reaccidn acrosomal y la motilidad hiperactivada (Bavister, 19830;
Bedford, 1983 y Hinrichsen-Kohane, et ail. 1984). La capacitacidn
es indispensable para que el espermatozoide pueda fecundar al
Svulo. Entre los principales eventos de la capacitacidn, estan:
decrecimiento en la carga neta negativa de la membr ana
espermatica, remocidn de tactores epididimales y seminales unidos
a la membrana, cambios en la tasa de respiracién, moditicacisn
en los antigenos de superficie, cambios en la permeabilidad
membranal e incremento en el influjo de iones calcio (Farooqui,
1983) y disminucidn en la relacidn colesterolsfosfolipidos
CDavies, 1979,1980), entre otros. Como se puede observar, este
proceso, que ademis tiene un periodo de duracidn especie-depen-
diente (Hunter, 1983), involucra en parte algumos aspectos del
metabolismo de la célula. Puede considerarse que el proceso de
capacitacidén se inicia en el momento que tiene lugar la cdpula, o
bien, en condiciones 1n wuitro, cuando células maduras (de 1a
cauda epididimal, de los conductos deferentes o eyaculadas) son
puestas en contacto con un medio de incubacidn apropiado (Dukelow,
1971; Yanagimachi, 1980).

Retomando lo referente al metabolismo durante La
capacitacidn, se ha observado que en general hay un incrementa

en el consumo de sustratos y de oxigeno (Yanagimachi, 1988). No
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obstante, los sustratos tienen diterente efecto en las especies:
el espermatozoide del ratdén requiere de un sustrato glicolizable
para sostener los cambios propios de la capacitacidn; si el gameto
es preincubado en un medio libre de sustratos y posteriormente se
le arnade glucosa, tiene la misma capacidad fertilizadora que las
células incubadas continuamente con la hexosa, pero si ésta no es
ariadida, no puede expresarse ni la reaccién acrosomal ni la
movilidad hiperactivada (Fraser y Herod, 1990). El gameto del toro
es capaz de metabolizar glucosa tanto en condiciones aerobias
como anaerobias, pero la respiracidn es mayor en ausencia del
azticar (en Campos, 1986)., En el cuyo, la presencia de la glucosa
durante la incubacidén ocasiona un retardo en la reaccidn acrosomal
CRogers y Yanagimachi, 1975). Mdjica y Valdés en 1983 determinaron
que el efecto retardador de la glucosa se da durante 1la reacciodn
acrosomal, mientras que otros autores plantean que el retardo se
efectda durante la capacitacidn, y que la causa es la baja
eficiencia metabdlica, ocasionada a su vez por el efecto Crabtree
CRogers, et al., 1979). Independientemente de las peculiaridades
del metabolismo de cada especie, lo que parece ser comun- es el
incremento de éste durante el proceso capacitante, Ya que se
requieren grandes cantidades de ATP para sostener 1la movilidad
hiperactivada, asi como la reaccidn acrosomal. Es importante, sin
embargo, citar lo propuesto por Boell en 1985, quien al medir
el consumo de oxigeno del espermatozoide de ratdn a

lo largo del proceso capacitante, encontré que sélo durante
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el 1inicio de 1la incubacidn hubo un increment o pero que
después se mantuvo constante; o1 autor plantea que la eleva-
cidén inicial en el consumo se debe a la disponibilidad
de sustratos exdgenos y que el metabolismd no se  acelera durante
la capacitacidn.

En lo referente al control del metabolismo espermiticno, dehe
hablarse inicialmente del aparato enzimatico que poses la célula,
el cual permite modular la velocidad de algunas reaccicones; entre
las enzimas que juegan este papel estin la ftosfofructocinasa (gque
es la principal reguladora de la fase anaerobia), la hexocinasa,
la fosfoglicerato c¢inasa y la lactato deshidrogenasa. Esta
tdltima, que es llamada LDH-X o C4 es la isoenzima mias activa de
todas las conocidas y es especifica para el espermatozoide. Las
enzimas glicoliticas son singulares, ya que para la mayoria de
ellas, un alto porcentaje se localiza en el interior de 1la
mitocondria, mientras que el resto tiene una ubicacidén citosdlica
o membranal (Mann y Lutwak-Mann, 1981).

Por otra parte, se considera que es precisamente en la mito-
condria en donde se produce la principal regulacién metabdlica;
hasta el momento se ha establecido que 21 balance energético del
espermatozoide esti dado por la relacidén ATPZADP, que es  conocida
como carga energética de adenilato. La carga energética C(EC) es
igual a la siguiente ecuacidn :

ATP + 1-2 ADP
EC = - - -

ATP + ADP + AMP

CFrenkel, =t «l., 1973b)



Para mantener una adecuada carga energética, el gameto modula
su metabolismo. Aparentemente el metabolismo de sustratos por la
via oxidativa tendria ventajas sobre la glicdlisis, dado que en el
primero se obtiene un mayor rendimiento de moléculas de ATP,
ademas de presentar una menor dependencia de los sustratos
exdgenos, ya que este metabolismo puede ser enddgeno; sin embargo,
el hecho de que algunos espermatozoides presenten el efecto
Crabtree, resta claridad al razonamiento inicial.

Finalmente, otros factores que inciden en la regulacidn del
metabolismo, son, la movilidad (que gasta grandes cantidades de
ATP; Hammerstedt, et al., 1988) y algunos factores ambientales
como la concentracidn de células, el pH ¥y 1la presencia de
algunos iones (Tash y Means, 1983; Carr y Acott, 1989; Stock vy

Fraser, 1989 y Okamura, et «l., 1985).

MOVILIDAD ESPERMATICA.

El espermatozoide adquiere la capacidad de motilidad durante
el proceso de maduracidn Cen Tso, W-W, et al.,1987; Usselman vy
Cone, 1983; Cornwall, et «l.,1986). Durante su estancia en el
epididimo, el gameto de algunas especies comienza a moverse; pero
en otras como la rata, el hamster y el ratdn, es necesario que
llegue el momento de la eyaculacidn para que esta capacidad se
manifieste C(en Chulavatnatol, 1982). Un factor que contribuye a

la inmovilizacidén del espermatozoide en el epididimo es la elevada
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osmolaridad presente en el plasma epididimal; en la rata se
ha encontrado una glicoproteina de elevado peso molecular (mas de
200 K), que ha sido denominada “inmovilina”, cuyas propiedades
reoldgicas son capaces de mantener a las células sin movimiento
alguno (Usselman y Cone, 1983).

Los factores externos que permiten al espermatozoide iniciar
su movilidad son diversos. En alguna literatura se considera que
el simple efecto de dilucién permite la movilidad celular, ya que
se eliminan de 1la superficie del gameto algunos factores
inhibitorios Ccomo podria considerarse a la inmovilina y al idn
potasio; Morisawa, 1985), ademds de que las células se separan,
teniendo una mayor disposicidn del oxigeno y los sustratos del
medio (Turner, et al., 1978). Otros autores consideran que la
iniciacidén de la movilidad depende de factores mas relacionados
con 1 metabolismo del espermatozoide. Tso, W-W, et al. en 1987
concluyeron que la simple dilucidn no es suficiente para que el
espermatozoide de la rata pueda iniciar la movilidad, Yy dque es
necesaria la presencia de algunos azudcares (no necesariamente
metabolizables). Finalmente, algunos otros consideran que para
algunos gametos no es necesaria ninguna condicién externa especial
para que la movilidad inicie C(Chulavatnatol, 1982; Usselman vy

Cone, 1983).
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Papel del AMPc en la movilidad espermitica.

En 1971, Garbers y colaboradores observaron que el AMPc
tenia un efecto regulador (estimulatorio) sobre el metabolismo ¥y
la movilidad del espermatozoide de bovino. Al tener a las células
incubadas en presencia de wun anialogo permeable del AMPc, el
dibutiril AMPc C(dbAMPc) o de inhibidores de la fosfodiesterasa de
nucledtidos ciclicos como la cafeina y la papaverina, la movilidad
y la respiracidén celular se incrementaban. Aungque ellos reportan
que el efecto era ocasional, lo cual indicaba wvariaciones en la
permeabilidad de la membrana hacia el andlogo y los inhibidores,
estudios realizados posteriormente en esa misma y en otras
especies, confirmaron los resultados y actualmente se considera
que el papel del AMPc en la movilidad es universal para el gameto
de varios grupos, entre ellos los mamiferos.

El espermatozoide cuenta con todos los elementos del sistema
denominado ‘“segundo mensajero'. Tiene la enzima que cataliza 1la
sintesis del AMPc a partir de ATP, la adenilato ciclasa; sin
embargo esta enzima, a diferencia de la que se presenta en las
células somaticas, no es estimulada por ninguna hormona, ni por
fluoruro o toxinas bacterianas. Otras diferencias importantes con
respecto a la enzima somidtica es que ésta se estimula con Ng++,
mientras que la espermitica lo hace con Hn++, Yy que ademas ésta
dltima es mas abundante (Hoskins y Casillas, 1975). Estudios mas

recientes indican que la adenilato ciclasa espermitica carece de
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sus subunidades estimuladora e inhibidora <C(Hildebrant, et al.,
1985). Los otros componentes del sistema presentes en el esperma-
tozoide son: el propio AMPc, las proteinas cinasas dependientes
de AMPc, la fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos ¥y las
fosfatasas de fosfoproteinas (Garbers y Kopf, 1980).

Se ha observado una elevacién de los niveles del AMPc
intraespermiatico durante la iniciacién de la movilidad. Esto se ha
determinado en ratén (Stein y Fraser, 1984), hamster y jabali
(Ishida, et al., 1987) y toro (Cascieri, et al, 1976). Para
dilucidar el efecto del AMPc sobre el aparato métil, se han
trabajado modelos desmembranados, en los gque el axonema es
puesto en contacto con el nucedtido ciclico en presencia de
ATP; 1los resul tados obtenidos muestran que bajo tales
condiciones experimentales la movilidad se presenta (en Ishida, et
zl., 1987; Tash y Means, 1982). Con estos experimentos se ha
determinado que el efecto del AMPc sobre la movilidad se da en
forma directa sobre el axonema; el mecanismo es por la
fosforilacidén de proteinas mediada por cinasas dependientes de
AMPc, y en ella intervienen también el calcio, 1la calmodulina
CTash y Means, 1987) y la calsemina (Nelson, 1985).

La maquinaria enzimatica que hace posible la movilidad se
encuentra en el flagelo; en el espermatozoide de la rata se ha
observado la presencia de wuna ATPasa flagelar, wubicada en el
axonema y entre éste y las fibras densas (Nagano, 1965); también

se encontrdé una proteina cinasa dependiente de AMPc C(Horowitz, et
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al., 1984 y 1988). Se ha planteado la presencia de proteinas
cinasas dependientes de AMPc en la parte externa de la membrana
espermatica, sin embargo, la existencia de estas proteinas
C(denominada ectocinasas) esta en discusién (Noland, et al., 1986).

La relacién entre el metabolismo y el AMPc no es tan clara
como lo es la del nucledtido con el inicio de 1la movilidad. De
acuerdo con lo encontrado por Garbers y colaboradores en 1971,
la secuencia de eventos al affadir inhibidores de fosfodiesterasa
es: elevacién del AMPc basal, induccidén de la movilidad,
incremento en los requerimientos energéticos de la célula,
disminucién en la reserva de ATP y por tanto en el valor de
la carga energética y, finalmente, un incremento en el
metabolismo (Hoskins y Casillas, 1975). En el espermatozoide de
bovino, Cascieri y colaboradores (1976) observaron gque hay un
incremento en el consumo de glucosa cuando las células son
incubadas con teofilina. Sin embargo, en el caso del
espermatozoide de 1la rata, al ser incubado con cafeina no
presentd modificacidén en el consumo de oxigeno ni en la capacidad
fertilizadora (Paz-Frenkel, et al., 1978). '

Otro factor que tiene incidencia sobre 1la movilidad es 1la
presencia de algunos iones en el medico de incubacidén. Como se
menciond anteriormente, el calcio es un 1ié6n importante no sdélo
para modular la movilidad espermitica sino también para que el
gameto pueda sufrir 1la reaccidn acrosomal. El calcio tiene

también un efecto estimulador en 1la actividad de 1la adenilato
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ciclasa (en Garbers y Kopf, 1980)., En esta parte es necesario
aclarar que el calcio puede tener diferentes efectos dependiendo
de su cariacter de externo o interno a la célula. La presencia de
calcio externo es considerada como necesaria para que la movilidad
se inicie en algunas especies, mientras que en otras puede no
ser necesaria o inclusive ser inhibidora del proceso cuando se
encuentra en determinadas concentraciones. Es al calcio interno
al que se le atribuye la funcidén de intervenir en 1la forma de
ondulacién del flagelo (Tash y Means, 1983; Lindemann, et al.,
1987). En el transporte del calcio participan algunos neurotrasmi-
sores como la acetilcolina, la cual tiene un efecto similar al de
los iondéforos (Nelson, et al., 1982). Otro i6n que aparentemente
afecta 1la wmovilidad espermitica es el bicarbonato, el cual
estimula a la adenilato ciclasa (Okamura, et al., 1985; Tajima, et
al., 1987). Por udltimo, el pH también tiene participacidén al
regular la fosforilacidn de algunas fosfoproteinas (Carr y Acott,
1989).

La movilidad del espermatozoide puede presentar diferentes
patrones. De éstos, el mads importante es el expresado al finalizar
la capacitacidn; a esta forma de flagelacién se le denomina
"hiperactivada" y se caracteriza porque el flagelo tiene una
flexibilidad muy pronunciada y bate de una manera endrgica,
haciendo una figura similar a un 8 (Fraser, 1977; Pusch, 1987;
Morales &t al., 1988). La funcidn bioldégica de la movilidad

hiperactivada es la de proporcionar la fuerza suficiente para que
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el espermatozoide sea capaz de penetrar al dvulo ya que en ese
momento también se esta llevando a cabo la reaccidn acrosomal, con
la consecuente liberacidén de enzimas hidroliticas C(en Fraser,

1977).

ANTECEDENTES

Los estudios realizados para dilucidar el papel de la glucosa
en el metabolismo del espermatozoide de los mamiferos han
mostrado que el carbohidrato es utilizado de diferente manera por
las especies estudiadas. En el caso del espermatozoide de 1la
rata, los estudios pioneros de fertilizacidn in vitre realizados
por Toyoda y Chang en 1974 demostraron que el gameto lograba
capacitarse y fertilizar dévulos de 1la misma especie al ser
incubade en presencia de piruvato, lactato Y glucosa.
Posteriormente, Tsunoda y Chang evaluaron el efecto de diferentes
sustratos en la fertilizacidén in vitrc de la rata. Observaron que
la fertilizacidén no pudo llevarse a cabo en ausencia de sustratos,
¥y que el piruvato no era indispensable para 1la fecundacidn. Al
probar solos o combinar los sustratos encontraron lo siguiente:
los espermatozoides incubados con uno de los sustratos a 1la vez

fueron incapaces de fertilizar. La combinacidn de piruvate-lactato
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tuvo un 0% de fertilizacidn; la de glucosa-piruvato, e 6%;
glucosa-lactato, 60% y finalmente piruvato-lactato-glucosa, 81-83
por ciento. De estos resultados infieren que la glucosa y el
lactato son necesarios y que el piruvato puede ser sustituido por
células foliculares. Ellos también reportan gque no observaron
diferencias en la movilidad de las células incubadas en cada uno
de los sustratos (Tsunoda y Chang, 1975). Niwa e Iritani
complementaron este trabajo en 1978. Ellos valoraron la necesidad
de la presencia de varias hexosas para que la fertilizacidén
pudiera llevarse a cabo. Encontraron que la glucosa es
indispensable para la tecundacidn, y que no puede ser sustituida
por la fructosa o la galactosa pero si por la manosa, aungue con
menor eficacia. Plantean que la glucosa es necesaria durante la
penetracién de los dvulos, probablemente para la reaccidn
acrosomal, ya que en la capacitacidn puede estar ausente y ser
sustituida por la galactosa o la manosa, pero no por la fructosa.
De los estudios anteriores se concluye que 1la glucosa es
indispensable en alguna fase del proceso capacitante en el
espermatozoide de la rata. Esto es congruente con las condiciones

naturales en las que el gameto se capacita, ya que en el tracto
reproductor femenino de 1la rata hay wun aporte constante de
glucosa y fructosa, pero la primera es consumida en forma
preferencial por el espermatozoide (Leese. et al., 1981). En este
trabajo 1los autores sugieren que 1la glucosa consumida es

procesada por la via anaerobia, aunque tal suposicién se basa en
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calculos tedricos.

Por otra parte, en el espermatozoide del cuyo la glucosa
juega un papel poco claro hasta el momento. Rogers y colaboradores
en 1979, publicaron resultados en los que determinaron que la
glucosa causa el efecto Crabtree en el gameto, ademis de causarle
un retardo en la expresidén de la reaccidén acrosomal CR.A.D.
Ellos explican el fendmeno diciendo que la inhibicidn en la R.A.
es causada porque el efecto Crabtree retarda 1la aceleracidn
metabdlica para la fase final de la capacitacidén. Por tanto, ellos
consideran que el efecto nocivo de 1la glucosa se presenta
durante la capacitacidn. Contrario a lo anterior, Mijica y Valdés
en 1983 determinaron que el efecto inhibitorio de 1la glucosa
se presenta solamente durante la R.A. Probaron 1lo anterior al
capacitar a los gametos en presencia de 1la hexosa para despues
transferirlos a un medin sin glucosa; ellos observaron que la E.A.
se presentaba inmediatamente después de la transterencia.

Otros efectos de la glucosa sobre el espermatozoide del cuyo
han sido determinados por Mdjica ¥ colaboradores C1991).
Ellos han observado que en los gametos incubados con  piruvato vy
lactato, la presencia de la hexosa causa un patrdon de movilidad
tipico, que se caracteriza por ser vibratorio y muy vigoroso.
En este tipo de movilidad el flagelo se flexiona muy poco ¥y
ademas ®l gameto presenta una mayor direccionalidad. Otro efecto
de la glucosa en el espermatozoide del cuyo es gque causa una

elevacidn adicional en el contenido de AMPC durante los



primeros segundos de la incubacidng esta elevacidén no ha sido
reportada para otra especie y su significado bioldégico tampoco es
muy claro.

Tomando en cuenta que la glucosa puede tener efectos
contrarios aiin en especies cercanas como el cuyo y la rata C(ambos
son roedores), y que en la literatura no se citan trabajos
similares a los realizados en el cuyo pero para la rata, que
permitan esclarecer el efecto de la glucosa en el espermatozoide
de esta especie, en el presente +trabajo se plantearon los

siguientes

OBJETIVOS

OBJETIYO GENERAL

Conocer el efecto de la glucosa sobre algunos aspectos del

metabolismo y sobre la movilidad del espermatozoide de 1la

rata durante el inicio de la incubacidén capacitante.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar si la glucosa promueve algun efecto sobre el patrén

de movilidad espermiatico.
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=

Establecer el tiempo en que el espermatozoide adquiere 1la

movilidad progresiva.

Valorar el nivel basal de AMPc intraespermiatico , asi como 1la

cinética del contenido del nucledtido durante 1los primeros

momentos de la incubacién capacitante.

Observar si la glucosa tiene algin etecto en el comportamiento

de los niveles de AMPc intraespermatico.

Cuantificar la cinédtica del contenido de ATP intraespermiatico

durante el inicio de la incubacidn.

Verificar si la glucosa afecta los niveles de ATP al inicio de

la incubacidn.

Determinar si la glucosa ejerce algimn efecto en el consumo de

oxigeno del espermatozoide.
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METODOLOGL A

Para la realizacidn de este trabajo se utilizaron solamente

reactivos de grado analitico.

OBTENCION DE LOS ESPERMATOZOIDES

Se trabajd con ratas albinas de la raza Wistar obtenidas del
bioterio del CINVESTAY. Los animales fueron mantenidos con un
fotoperiodo de 12 h luz-12 h oscuridad y con disposicidén de agua y
alimento ad libitwun. Se utilizaron sdélo organismos adultos que
presentaran un peso minimo de 300 g. Los animales fueron
sacrificados por dislocacidén cervical o por la inhalacidén
prolongada de cloroformo Cambos mét odos se emplearon
indistintamente). Después del sacrificio se rasurd la parte baja
del abdomen y se hizo una incisidn en plano transversal por 1la
cual se extrajeron los testiculos con sus epididimos y vasos
deferentes; en la parte distal de cada wuno de éstos se habia
practicado previamente una atadura para evitar la pérdida de
espermatozoides. Los drganos se colocaron de inmediato en wuna
solucidn de NaCl 154 mM (solucidn salina), dentro de un bafo  de
incubacidn a 37°C. Para evitar cualquier posible contaminacidn con
otros tipos celulares, antes de extraer las muestras espermiticas
se limpidé a cada epididimo del tejido graso y los capilares que le

rodeaban.
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La extraccion de lous espermatozoldes se llevd a cabn
rompiendo la capsula del epididimo y desenrrollando los  tribualos
seminiteros de la regidn de la cauda hasta tener un solo conducto,
el cual tue presionado para obtener el contenido epididimal, que
iba siendo recolectade con una pipeta. Se tomd parte de 1la
me=stra obtenida de cada conducto, se suspendid en solucidn salina
y se vbservd al microscopio para descartar aquellas muestras que
no  tuviesen movilidad en por Lo menos el 70% de la
poblacidn espermatica Cporcentaje estimado). Una vez
seleccionadas las muestras titiles, tueron mezcladas y suspendidas
en solucidn salina; el volumen dependid del tipo de experimento a

realizar.
EVALUACION DELL NUMERO DE ESPERMATOZOIDES

Se construyd una curva patrdn de espermatozoides para poder
relacionar cuantitativamente los metabolitos determinados durante
los experimentos y el nimero de células del que fueron extraidos.
Se eligid el método de interpolacidn en wuna curva por t ener
mayor precision que el de conteo en hemocitdmetro.

Para la realizaciodn Jde la ;urva se suspendid la muestra de
cada cauda epididimal en 2 ml de solucidn salina, se  reunieron
todas las células y se centritugaron a 2500 rpm durante 4 min; el
sobrenadante (SN) fue desechado y la pastilla resuspendida por

agitacidn en vortex en el mismo volumen de solucidn salina. Se
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tomaron S0 ol de la suspension y se diluyeron con 1 ml de Tritdn
X=100 al 1%, esta mrestra tus= contada = hemaoc 1t dmet ro por |

menos un par de veces por dos personas. Por medio de la fdérmala:

3
-l G = miilores ds zelulaz mi

=e calculd la concentracisdn de espermatozoides. A partir de esta
muestra (suspensién madre) se hicieron varias diluciones con
solucidn salina, en un volumen final de 4 ml, teniendo un nudmero
esperadn de células para cada dilucidn. De cada una de #stas se
tomaron, bajo agitacidn constante, 3 alicuotas de 1 ml cada una,
las cuales fueron centrifugadas durante 10 min en una
microcentrifuga Eppendorf; se desecharon 900 ul de SN, y a la
pastilla disgregada se le afadieron 150 nl de ditiotreitol CDTT)
30 mM en Tris S0 mM, pH 9.0, despuds de 30 min se agregaron 200 ul
de agua bidestilada desionizada y 200 pl de SDS al 10%; se sonicd
cada muestra durante 30 segq y se tomaron 25 ul, los gque se
diluyeron con 1 ml de amortiguador salino de fostatos (PHS;
NaeHPU4 5.56 mM, KHEPO-Q. 4.26 mM, NaCl 132.44 mM, pH 7.2)
tinalmente se leyd la absorbencia a 260 nm (mét odo modificado del
reportado por Moreno en 1985).

Por otra parte, de cada dilucidn se tomaron cinco alicuotas
de S0 ul a las que se les determind el numero de células por
conteo como se describié previamente. Para la construccisn de La

curva se graficé la media del numero de células de cada dilucidn
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contra su absurbencia promedio. La curva tue e=laborada en &l rango
de O a 30 millones de espermatozoldes y tuvo wuna pendiente de

0.153 y um coeficiente de correlacidn de 0.49865 (Fig. 6)

DETERMINACION DEL TIPO DE MOVILIDAD ESPERMATICA.

Para determinar el tipo de movilidad gque presentd el
espermatozoide en los diferentes medios de incubacidn, las células
fueron obtenidas como ya se describid y afiadidas “en seco"” (sin
ser resuspendidas previamente en la solucidn salina) a los
siguientes medios: 1) solucidn salina; 2) Krebs Ringer
Bicarbonato=Piruvato-Lactato C(RKPL: NaCl 94.6 mM, KCL 4.78 mM,
CaCla 1.71 mM, KHaPO4 1.19 mM, HgSO4 1.19 mM, NaHCO3 25.07 mM,
lactato de sodio 21.58 mM y piruvato de sodio 0.5 mM; modificado
de Toyoda y Chang, 1974) y 3) el medio anterior suplementado con
glucosa 5.56 mM. La incubacidn fue llevada a cabo en un bafio de
agua a 37°C y teniendo aire como fase gaseosa. En cuanto la masa
celular se disgregd, se empezaron a hacer observaciones a
diterentes tiempos en un microscopio fotdnico a un total de 100
aumentos. Las observaciones tueron hechas sin cubrecbjetos y a
intervalos de S5-10 min para cada muestra durante las dos primeras
horas de la incubacidn; finalmente se hizo otra observacidn a las
cinco horas de iniciado el experimento. Durante la prueba de
la actividad de 1la proteina cinasa semipurificada (ver mis

adelante), se determind el efecto de la 2-desoxiglucosa sobre la
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Fig. 6 . Curva de calibracién de espermatozoides solubilizados con SDS y DTT. Lo curva
tuvo una pendiente de 0.153 y un valor de r= 0.986.



movilidad espermiatica durante los primeros mi nutos de la
incubacidn.

Para la toma de fotografias y elaboracidn de los
esquemas de movilidad, las muestras fueron observadas con
cubreob jetos ya que de este modo se permite la apreciacidn de un

solo plano.

TIEMPO DE INICIACION DE LA MOVILIDAD ESPERMATICA

Para determinar el tiempo en que inicia su movilidad el
espermatozoide de la rata, se puso una pequeiia gota de la muestra
espermidtica "en seco" sobre un portacbjetos ya dispuesto en el
microscopio foténico y de inmediato se le affladié wuna gota del
medio de prueba (cualquiera de los mencionados en la metodologia
anterior), el cual estaba a 37°C. La muestra se enfocd rdpidamente
Yy se registré el tiempo al cual comenzaron a moverse las células

de la parte mAs externa de la gota.

NIVELES INTRAESPERMATICOS DE AMPc

I. Incubacidén de las células y extraccidén del nucledtido.

Para la determinacidén del AMPc intracelular se trabajé con la

muestra de 3 animales. Los espermatozoides fueron extraidos vy

suspendidos en 1.8 ml de solucidén salina. En cuanto la suspensidn

36



fue homogénea se tomaron 100 ul y se fijaron por congelamiento
dentro de un bafo de hielo seco-acetona; cuando las células se
congelaron, se afadieron 800 ul de solucidén salina y 100 uyl  de
Tris 200 mM, EDTA 40 mM, pH 7.6. La concentracidn obtenida de esta
muestra fue considerada como el nivel inicial del nucledtido.
Entre los 10 ¥y 15 min de permanencia de las células en 1la
solucidn salina, se tomaron dos alicuotas de 0.6 ml y se vaciaron
en forma simultinea en 4.8 ml de KRPL y KRPLG respectivamente. La
glucosa fue probada Cen experimentos diferentes) a dos
concentraciones, 5.56 mM y 50 uM. A los 15, 30, 45 y 60 seg y a
los S min de iniciada la incubacidn en los medios, se tomaron 0.9
ml de cada muestra y se fijaron en hielo seco-acetona; después
del congelamiento se agregaron 100 pl del amortiguador Tris-EDTA
ya citado. Posteriormente, las muestras fuweron descongeladas vy
mantenidas en un bafio de agua en ebullicién durante 15 min;
el ciclo de congelamiento-descongelamiento se repitié en cuatro
ocasiones mas. Concluidos los cinco ciclos, los espermatozoides se
centrifugaron durante 10 min en una microcentrifuga, se tomaron
900 ul del SN y se liofilizaron; la pastilla con el resto del SN
se conservd para la cuantificacién del ndmero de células con la
metodologia ya expuesta (Moreno, 1985).

También fue valorado el efecto de la 2-desoxiglucosa sobre
los niveles de AMPc intraespermatico Cver seccidn de la

semipurificacidn de la proteina cinasa dependiente de AMPc).
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11, Cuantiticacidn del AMPc

Para la medicidn del AMPc intraespermitico, las muestras
liotilizadas fueron reconstituidas con 150 ¢l de amortiguador Iris
20 mM, EDITA 4mM, pH 7.6 y analizadas con el kit para
cuantificacidén de AMPc de Amersham International. En forma breve,
el ensayo consistid en tomar una alicuocta de 50 1l de cada muestra
reconstituida Cpor duplicado) y mezclarla con S0 ul de 3H--.M'{Pt:
estandar (0.025 unCid; despuéds de agitar vigorosamente, se
afiadieron 100 ul de una solucidén de proteina cinasa dependiente de
AMPc¢ y se incubd durante un periode minimo de dos horas en un bafo
de hielo y dentro de un cuarto frio. Al fimalizar la incubacidn se
agregaron a cada tubo 100 ul de carbdn activado al S.5% en agua
fria ¥y se centrifugé durante 10 min en una microcentrifuga; se
tomaron 200 1l de SN y se vaciaron en un vial de wvidrio que
contenia 10 ml de coctel de centelleo (Insta-gel o Universol).
Las muestras fueron contadas en un contador de centelleo liquido
Tri Carb, por cuatro minutos, dos veces. Cada dia de determina-
cidn se construyd una curva tipo wutilizando AMPc estindar; la
curva cubrid el intervalo de 0 a 16 pmoles del nucledtido
CFig. 7. Los valores encontrados para cada muestra se
relacionaron con su ntfimero de células y se expresaron como pmoles
de AMPc-710 millones de células.

Con el tin de disminuir los costos del andlisis de AMPc se

llevé a cabo la semipurificacidén de la proteina cinasa dependiente
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Fig. 7. Curvas de calibracién de AMPc construidas con la proteina cinasa semipurificada
(-.-) y con la del kit de cuantificaci6n de AMPc de Amersham (-¢-). La curva
de la protefna comercial tuvo una pendiente de 0.695 y un valor de r=0.997;
la de la protefna aislada, una pendientede 0.530 y un valor de r=0.999. Los

valores de Co/Cx representan la unién méxima sobre la uni6n de cada dilucién.



de AMPc de musculo cardiaco de bovino y de esa manera hacer la
ruantificacidén del nucledtido con la metodologia descrita. Se
utilizd el siguiente esquema de trabajo:
PURIFICACION PARCIAL DE LA PROTEINA CINASA DEPENDIENTE DE AMPc
Preparacidn del extracto protéico

El extracto se prepard con el misculo cardiaco de wm
bovino recién sacrificado. Todas las fases de la purificacidn se
llevaron a cabo en frio. Cuatrocientos gramos del drgano Clibres
de tejido graso y capilares) fueron fragment ados en una
picadora y posteriormente homogeneizados durante 20 <seg en una
licuadora con 500 ml de amortiguador Tris-HCl S0 mM, EDTA 4 mM,
pH 7.5, frio. El extracto se centrifugdé a 10 000 rpm-30 mins4°C en
una centrifuga Sorvall con el rotor GSA. El1 SN fue fraccionado
con sultate de amonio; primero se saturd hasta el 25%, se
mantuvo en agitacidn durante 30 min y se centritugé a 10 000 rpm
durante 15 min; el precipitado se elimind y el SN tftue saturado
hasta el 45%, la solucidn se agitd 60 min mis, se centri-
fugéd como en las condiciones anteriores y se recuperd el
precipitado. La pastilla obtenida se resuspendié en 54 ml de
amortiguador de fosfato de potasio 5 mM, EDTA 0.5 mM, pH 7.5 vy
se dializé contra 4 litros del mismo amortiguador, con dos
cambios. La didlisis duré 24 horas. El dializado fue centrifugado
a 10 000 rpm durante 20 min, se eliminaron todos los

precipitados y el SN quedd 1listo para la cromatografia en
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DEAE-celul osa.

Cromatografia

La resina fue lavada con HCl 0.5 N y NaOH 0.5 N, enjuagada
con agua bidestilada, y posteriormente empaquetada en columnas
hechas con jeringas de pliastico de 10 ¢ 20 ml. Las columnas
tueron equilibradas con el amortiguador de fostatos 5 mM, EDTA 0.5
mM pH 7.5 y se consideraron listas una vez que el pH de los
eluatos fue igual al del amortiguador. La solucidn de proteinas
que fue pasada por las columnas se prepard diluyendo 7.5 veces el
extracto dializado con el amortiguador S mM. En cuanto 1la
solucidn comenzdéd a pasar por las columnas, se inicidé 1la
recoleccidén de fracciones (de 3 ml para las columnas de 20 ml
y de 1.5 ml para las columnas de 10 ml) con un colector
automatico y conforme eluian se iba leyendo su absorbencia a 280
nm . Cuando las proteinas terminaron de salir, se lavé la columna
mna con el amortiguador de fosfatos hasta que la absorbencia
de las fracciones fue menor de 0.1 wunidad; posteriormente, las
proteinas retenidas fueron eluidas de la columna con amortiguador
de fostato de potasio 100 mM, EDTA 0.5 mM. pH 7.5. Las fracciones
con 0.6 o mids unidades de absorbencia a 280 nm (Fig. 8) se unieron
Y se dializaron contra 1 litro del amortiguador 5 mM, con dos
cambios, durante 12 horas. Despugs de 1la didlisis, la solucisn

fue ajustada con amortiguador Tris-HClL y EDTA, pH 7.5, para
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Fig. 8. Perfil de elucién del extracto de mGsculo cardiaco de bovino en DEAE-celulosa. Se
consideraron sélo las fracciones colectadas a partir de la adicién del omortigua-

dor de fosfato de potasio 100 mM.



quedar a una concentracidén tinal de 50 mM y 4 mH respect i vament .
En este paso de la extraccidn se cuantiticd la proteina total por
el método de Lowry (Scopes, 14982), utilizando albdimina de susro
de bovino (fraccidn V) como estiandar. Finalmente, a una alicuota
del extracto se le afiadidé la albumina de suero de bovino necesaria
para guedar al 1% y se le midid su actividad de wunidn al AMPc
(seguin la metodologia explicada para la cuantificacidén del
nucledtidod, haciendo wvarias diluciones con el amortiguador
Tris-HCl ya citado. Una vez que se encontrd la dilucidén en la cual
la proteina unié el 55% de la marca Ccpm) del 3H-—AHPC de la
mezcla de reaccidn, toda la proteina (excepto una alicuota de 1
ml para el andlisis electroforético, Fig. 9) se ajusts a esa
concentracidn y se le afadié la albumina necesaria para quedar al
1%. Aqui la proteina fue dividida y 1liofilizada para su
almacenamiento.

La metodologia descrita fue estructurada a partir de los

traba jos de Tovey; et a!.,1974; Gilman, 1970 y Walsh, 14968,
VERIFICACION DE LA ACTIVIDAD

Con el fin de determinar la calidad de 1la proteina
Semlpuri-tt?:"aﬁz Y para complementar la informacidén del efecto de la

glucosa sobre los niveles de AMPc, se hicieron experimentos

con la metodologia ya descrita pero utilizando esta vez 2-desoxi-
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Fig. 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (Chua, 1980),
del extracto de proteina semipurificada. En los corriles
1 y 2 se observa el patrén electroforético de la solucién
de protefna (en el carril 1 se corrieron 50 pg de protef-
na total y en el 2, 25 pg). Los carriles 3 y 4 son repe-
ticiones de las protefinas esténdar; éstas fueron:«lactal-
bomina (14200), anhidrasa carbénica (29000), ovoalbOmina
(45000), mondémero de albGmina sérica de bovino (646000) y
dimero de albimina sérica de bovino (132000). En los ca-
rriles 1 y 2 se sefiala la zona de bandeo en la que esta-
rian contenidas las subunidades dela proteina cinasa de-
pendiente de AMPc (Tipos 1 y II).
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glucosa 5.56 mM. La cuantificacidn de los niveles de AMPc fue
llevada a cabo utilizando la proteina obtenida en lugar de la que
forma parte del kit de determinacidén. De igual manera, se
construyd una curva de calibracidn con AMPc estandar y dentro del

rango ya mencionado (Fig. 7).

NIVELES INTRAESPERMATICOS DE ATP

1. Incubacidén de las células y extraccidn del ATP

Se extrajo la muestra espermiatica de dos ratas y se suspendid
en 1.5 ml de solucidn salina. A los 8 min aproximadamente, se
tomaron 160 ul de las células y se fijaron en 1.2 ml de agua
bidestilada hirviente; esta muestra fue considerada como el punto
inicial de las cinéticas de produccidén de ATP. A los 10-15 min de
realizada la suspensidén, se tomaron dos alicuotas de 0.64 ml de
células y se afiadieron en forma simultanea a dos tubos conteniendo
0.92 ml de medio Krebs-Ringer con y sin glucosa respectivamente, vy
se incubaron a 37 C (la glucosa se trabajs en las dos
concentraciones citadas en la metodologia anterior). A los 15, 30,
45 y 60 seq ¥y a los 5 min de la adicidn de los medios, se tijaron
160 ul de cada muestra como ya se indicd. Inmediatamente despuds
de la fijacidn, los tubos permanecieron durante 10 min en un bafic

de agua en ebullicidn y después fueron puestos en hielo;
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posteriormente se centrifugaron a 10 000 rpm por 30 min en una
centrifuga retrigerada. El SN tuae guardado a -20°C para
cuantiticar el AIP al dia siguiente y la pastilla se process para

determinar el ntimero de espermatozoides.

Il. Cuantificacidn del ATP

La cuantificacidn de los niveles intraespermaticos de ATP se
hizo por el método de la luciferina-luciterasa CCampos, 19902,
utilizando un lumindmetro Lab-Line. Para el analisis de cada
muestra, se tomaron 100 pl del SN y se vaciaron dentro de un vial
que contenia 0.86 ml de amortiguador MOPS (MOPS S0 mM, KHEPOJI. 1
mM, NgC.la 10 mM, pH 7.8) y 30 ul de extracto de c¢olas de
luciérnaga en agua bidestilada estéril (20 mgsml), decantado.
Después de agitar vigorosamente, a los 5 seqg de iniciada 1la
reaccidén se leyd la luminiscencia emitida. Se hizo el numero
necesario de repeticiones hasta que hubiese dos muestras con una
diferencia mixima de 100 unidades de luminiscencia. Para conocer
los niveles intraespermaticos de AlIP, cada dia de determinacidén se
hizo una curva patrdn con ATP estandar, abarcando de 0 a 50

pmoles (Fig. 10). Los valores obtenidos se calcularon en nmoles

de ATP-/100 millones de espermatozoides.

MEDICION DEL CONSUMO DE OXIGENO ESPERMATICO

Se hicieron dos tipos de experimento, en el primero se extra-
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Fig. 10. Curva de calibracion de ATP obtenida por el metodo de la

luciferina-luciferasa. La curva presentd un valor de pen-
diente de 0.021 y de correlacion de 0.974.



jo 1la muestra de dos ratas y se suspendid en 1.5 ml de medic Krebs
Ringer pH 7.4 sin sustratos; a los 10 min se tomaron & alicuotas
de 1 ml y se pusieron a respirar simultianeamente en dos polaragra-=
tos. Cuando se alcanzd la estabilidad, se anadieron al mismo tiem—
po 10 ul de una seolucidn concentrada de sustratos (piruvato-lacta-
tao a una muestra y piruvato-lactato-glucnsa a la otra), quedando
¥stos en las concentraciones usuales. Cuando se observd un Constnmo
constante, se anadid en ambas muestras un volumen de 10 o1 de glu-
cosa concentrada. El procedimiento anterior fue repetido entre los
20-40 min tomando otra alicuota de la suspensidén original. En =1
segundo tipo de experimento se suspendieron las células de dos
ratas en 1 ml de solucidén salina, 10 min después se tomaron S0 ul,
se afadieron a 4.5 ml de medio Krebs Ringer con y sin glucosa 5.5/
mM y se pusieron a respirar en forma simultinea; wma vez alcanzada
la estabilidad se afiadieron 10 ul de glucosa concentrada. También
aqui hubo renovacidén de las muestras en ambos polardgrafos entre
los 20-40 min de adicidn a los medios. Para los dos tipos de
experimento se calculd el consumo como pmoles de oxigenos100

millones de célulassmin.

ANALISIS ESTADISTICO.

Para los experimentos de cuantiticacidn de AMPc y AlP,

se empled la prueha estadistica t de Student para muestras no

pareadas.
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RESULTADOS

Movilidad Espermatica

Las muestras espermiticas tuvieron siempre un porcentaje
relativamente alto C(hasta del 30%) de células inmsviles.
Se observd que las muestras con calidad televado porcentaje de
movilidad) eran proporcionadas por los animales con mayor peso.

En Lo reterente al inicio de la movilidad, este se presentd
en todos los casos alrededor de los 10 seg de contacto con
los medios (solucidén salina y Krebs Ringer con y sin glucosa).
Durante la iniciacidn de la movilidad las células se
disgregaron lentamente, formando inicialmente rosetas, que son
agrupaciones en las que los gametos se encuentran unidos por la
cabeza C(fig 11). El tiempo de permanencia de las células en las
rosetas fue también igual para todos los medios (7 minutos
aproximadamente).

Por lo gque respecta a los patrones de movilidad, el
espermatozoide de la rata mostrd bhasicamente tres tipos:

1. Movilidad ondulatoria. El flagelo se flexionaba suavemente
hacia diferentes direcciones (fig. 12a).

2. Movilidad vibratoria. ELl tlagelo permanecid extendidn,
flexiondndose muy levemente y batiendo también hacia varias
direcciones Cfig. 12b).

3. Movilidad tetanizada. El tlagelo se mostrd flexionado pero

rigido en una sola posicidn; la célula se movia dando varios
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Fig. 11. Roseta de espermatozoides formada durante
el inicio de movilidad en el medio RK (téc-
nica de campo oscuro, 100X).
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golpes hacia wuna direccicn para después  girar y  sedqid
avanzando de igual manera sdélo que en posicidn invertida. En
este caso el impulso para La movilidad aparentemente era gene-
rado en la parte proximal del tlagelo (12c).

Las células incubadas en solucidn salina presentaron wun
patrén de movilidad ondulatorio lento. La movilidad se mantuvo
durante una hora de incubacidn aproximadamente; después de este
tiempo el 100X de la poblacidén se inmovilizdé. Los espermatozoides
que estuvieron en contacto con la 2-desoxiglucosa mostraron al
inicio una movilidad similar a la de las células incubadas en
solucidn salina, pero fue haciéndose cada vez mas lenta, de tal
modo que a los 5 minutos toda la poblacidén se inmovilizdé.

Entre las células incubadas en los medios con y sin glucosa
se notd lo siguiente: durante el inicio de la incubaridén de ambas
muestras C(en la fase de rosetas), se presentd el movimiento
vibratorio, la dnica posible diterencia en este momento es que en
el medio con glucosa la movilidad parecia ser mias rapida y con
un angulo de flagelacidén menor; sin embargo esta apreciacidn
puede ser muy subjetiva. En cuanto las células de ambos medios
se liberaron, se presentd tanto el patrén ondulatorio como el
tetanizado. El movimiento ondulatorio se diferencidé al presentada
por las células incubadas en solucidén salina en que en los medios
fue mas rapido. En las mestras con glucosa predomind al
principio el tipo tetanizado, pero durante la primera hora

de incubacidn, la poblacidn espermatica pasé hacia el ondulato-
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Fig. 12. Patrones de movilidad del espermatozoide de rata: a) ondula-
torio, b) vibratorio y c)tetanizado.
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rin. En este tiempo, la movilidad en el medio sin glucosa
fue principalmente ondulatoria ron ocasionales movimient os
tetanizados. Hacia las 5  horas de incubacidn Ctiempo de
capacitacidn) ambas muestras presentaron una movilidad ondulatoria
y un desplazamiento con mayor velocidad y en progresidn lineal, 2a
diferencia de la movilidad inicial, en la que las cédlulas se
movian al azar.

En resumen, las figuras formadas por los espermatozoides
incubados en los medios Krebs Ringer rcon y sin glucosa son muy
seme jantes en cada uno de los patrones métiles. Esto puede apre-
ciarse en la tigura 13, en la que se muestra cdmo la postura del
flagelo y el Angulo de ondulacidén son similares en ambas muestras,

que se mueven en forma ondulatoria.

NIVELES DE AMPc INTRAESPERMATCO

Los resultados obtenidos en los espermatozoides
incubados con glucosa se muestran en las figuras 14 y 15. Se
encontrd que al igual gque en otras especies, el espermato-
zoide de la rata también presentd una elevacidn significativa (P
< 0.05) con respecto al nivel basal (células en NaCl), durante los
primeros segundos de incubacidn en los medios Krebs Ringer con y
sin yglucosa. Esta elevacidn se vio incrementada adicionalmente en
forma significatiwva, por la presencia de la hexosa cuando se

adiciond en la concentracidén S.56 mM (Fig 14); la glucosa 50 uM
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Fig. 13. Las flechas sefialan células con movilidad ondula-
toria incubadas en los medios RKG (fotografia su-
perior) y RK (fotograffa inferior). Nétese la si-
militud que ha{ tanto en la amplitud como en la
forma de flagelacién (técnica de campo oscuro 100X).
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NIVELES DE AMPc INTRAESPERMATICO

pmoles DE AMPc / I1x107cél.

3 " A . 4 ik 1
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Fig.l4. Cinética del contenido de AMPc intraespermitico de células incubadas en
los medios KR (—) y KRG 5.56 mM (---). Cada punto es el promedio de 5

experimentos. En todos los tiempos, exceptuando los 5 min, las diferen-
cias fueron significativos estod{sticomente, considerando un valor de
significoncia de 0.05.

55



NIVELES DE AMPc INIRAESPERMATICO
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Fig.15. Contenido de AMPc intraespermitico de células incubadas con los medios
KR (—) y KRG 50 uM (---). Cada punto es el promedio de 3 experimentos.

Las curvas muestran diferencias estadfsticamente significativas solamen
te a los 60 seg y o los 5 min.
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NIVELES DE AMPc INTRAESPERMATICO

psoles DE AMPc/ 1 x 107 céls.

0.44

10 20 30 40 50 60 300
TIEMPO (seg)

Fig. 16. Contenido de AMPc intraespermitico de células incubodas con los medios
Krebs Ringer (——) y éste odicionado con 2dglucosa 5.56 mM (---). Cao-
da punto es el promedio de 3 experimentos . A un nivel de significancia
de 0.05, no hubo diferencia en ninguno de los tiempos.
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no fue capaz de promover un efecto similar (Fig 15). Entre los 30
y 60 seg de incubacién se presentd un segundo pico, que en el caso
de las muestras incubadas con glucosa concentrada fue casi tan
alto como el pico inicial. En el medio sin glucosa esta segumnda
elevacién fue menor pero aun significativamente mayor (P < 0.095)
que el basal (fig 14). En la fig 5 se aprecia el segundo pico a los
45 seg de la incubacidén, pero es muy pequefic en comparacidn con el
pico inicial, y sdélo el de la muestra incubada con glucosa S0 .M
es significativamente mayor con respecto al basal. La elevacidn en
el contenido del AMPc fue seguida de una caida, que hacia
los S minutos de la incubacidén llegd a valores cercanos al nivel
basal del nucledétido.

Las células incubadas con 2-desoxiglucosa se comportaron de
manera similar a las de glucosa S50 pM: tuvieron, al igual que
su control, una elevacidn inicial significativa en comparacidn
con el basal, seguida de una cafida. Al igual que la muestra de
glucosa 5.56 mM, las células incubadas con 1la 2dglucosa
presentaron un segundo pico de igual magnitud que el primero, sin
embargo, no fue diferente de los niveles de AMPc del control sin

la hexosa (figura 16).

NIVELES INTRAESPERMATICOS DE ATP

Durante el primer minuto de la incubacidn, los niveles de ATP

cayeron en forma significativa (P < 0.05 contra el basal en Na(Cl).
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NIVELES DE ATP INTRAESPERMATICO

70 1

nmoles de ATP/ 1 xlﬂa céls.

30

20 1

10 20 30 ko 50 60 300

TIEMPO DE INCUBACION (seg)

Fig.17. Contenido de ATP introespermtico de células incubadas en los medios

KR (—) y KRG 5.56 mM (---). Cado punto representa el promedio de 5
experimentos. S6lo hubo diferenciaos estodisticamente significotivos
a los 5 min, tomando un valor de significanclia de 0,05.
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Fig. 18. Contenido de ATP intraespermitico de células incubadas en los me-
dios KR (-) y KRG (-—-). Cada punto es el pramedio de 3 experi-
mentos. La prueba estadfstica indica que no hay diferencia en
ninguno de los tiemos (P£0.05).
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Entre los 19 ¥y los 45 seg se observd una ligera recuperacion, pero
la caida continud posteriormente. El descenso en el AlP siguid
obser vandose entre el primero y el quinto minuto, pero de una
manera mas suave.

Este comportamiento en el contenido de ATP fue constante
en todas las muestras estudiadas, y no hubo diferencia en la
concentracidén de ATP mostrada por los espermat ozoides
incubados con glucosa ¥y su control carente del carbohidrato.

Cfigs 17 y 18).

CONSUMO DE OX1GENO

La medicidén del consumo de oxigeno fue hecha a dos tiempos,
durante los primeros 40 min de incubacidn en los medios. Como
puede apreciarse en el cuadro 1, la glucosa afiadida
simultineamente con el lactato y el piruvato no tuvo un efecto
consistente sobre la velocidad en el consumo de oxigeno, ya que
promovié tanto estimulacién como 1inhibicidn, o bien, como se
indica en el cuadro 2, no causd ningin efecto. No se observd una
relacidén inversa entre el nuimero de células y el consumo de
oxigeno. Tampoco se presenté el efecto C(rabtree en ninguna de
las condiciones experimentales: cuando la glucosa fue afiadida
desde el principio junto con el piruvato y el lactato, ni cuando
se afiadidé en forma tardia a células preincubadas con piruvato y

lactato (Cuadro 2).
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CUADRO 1. Efecto de lo adicién temprono de glucosao simul-
t&nea con piruvato y loctato, sobre el consumo
de oxfgeno.
Exp. Tiempo de v012 . consumo de 0 veloncidad de con
No. racién (min), nmoles/10 célsFmin sumo en KRPLG =04
KRPL KRPLG KRFL
10 - 20
I 154,96 190,49 122,93
11 55.17 84.10 152.44
111 89.26 65.92 73.85
20 - 40
I 143.94 99.44 69.08
11 62.65 75.89 121.13
111 52.30 135.48 259.04

Los espermotozoides (2 - 8 X 106 céls/ml) se incuboron en los medins indi-
cados. El consumo de oxfgeno se valoré para coda muestra o los tiempos se-
falodos o partir del inicio de lo incubacién, en forma simulténeo. Lo glu-

cosa se empled @ uno concentrocién final de 5.56 mM,

62



CUADRO 2. Efecto de lo adicién tardfo de glucoso sobre
la velocidad respiratoria de los espermatozoi
de la ratao.

Exp. Consumo de 0, (nmoles/ 1 x 408 céls/min)
N 2 e % de es-
et sin glucosa ofodido lo glucosa timulacién
1 154,96 212,98 37.91
11 55.17 468.89 24 .87
Il 97.76 97.76 0.0
Iv 65,92 55.71 -15.94
Los células (2 - 6 x Iﬂélml] se incubaron en el medio

sin glucosa y se registré el consumo de ox{genoc. Alre-
dedor del minuto 15 de iniciada la incubacién se afia-
dié glucoso (concentracién final de 5.56 mM) y volviéb
a registraorse el consumo.
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DISCUSION

Con el fin de discutir 1los resultados obtenidos, es
necesario considerar que la cuantificacidn de ATP, AMPc y consumo
de oxigeno se hizo en muestras de células previamente suspendidas
en solucidn salina, por tanto, no puede hablarse de que los
eventos observados correspondan a la iniciacién o readquisicidn de
la movilidad, sino al inicio de la incubacidn en presencia de
sustratos exdgenos. Se trabajé con este tipo de muestras ya que se
tenia que partir de una suspensidén homogénea para que los
sustratos llegaran al mismo tiempo a toda la poblacidén espermitica
pero en el caso de la rata, esto no fue posible debido a 1la alta
densidad del plasma epididimal. Ademds de lo anterior, los
espermatozoides fueron incapaces de soportar 1los lavados que
usualmente se llevan a cabo en otras especies para depletar 1la
movilidad y eliminar los componentes del plasma epididimal C(esto
para el caso de que se hubliera deseado trabajar con readquisicidn
de 1la movilidad).

Por otra parte, es necesario dar explicacidén al hecho de que
en ocasiones la desviacidn estiandar sea demasiado grande en los
experimentos de cuantificacién de metabolitos Cver valores
experimentales en el apéndice). En el laboratorio donde fue
realizado el trabajo se ha observado de manera consistente que el

espermatozoide del cuyo presenta una gran variabilidad
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bioldgica, ademds de que es posible que los estados de madurez de
las células obtenidas varien aun dentro de la misma regidn.Por
ejemplo, los gametos de rata se obtuvieron de la cauda del
epididimo, pero tomando en cuenta la longitud de esta zona,
puede haberse obtenido wuna mezcla de células con diferentes
estados maduracionales, lo que podria traducirse en ligeras
variaciones del metabolismo. Finalmente, la técnica de
cuantificacién de células aqui utilizada es mas precisa que la
usada de manera convencional por la mayoria de los autores, ya que
se puede conocer de manera directa el ndmero de células por la
cantidad de DNA presente en una muestra; sin embargo, en el caso
de las muestras obtenidas de la rata, como ya se mencions, f ue
consistente el elevado nimero de células inmdviles, que también
fueron contabilizadas y por tanto consideradas cuando se hizo el

cdlcule final.

MOVILIDAD

La movilidad presentada por los espermatozoides incubados en
solucidén salina indica que la célula utiliza sustratos
endégenos asi como las sustancias presentes en el plasma
epididimal, probablemente glicerilfosforilcolina, ya que no se
han encontrado carbohidratos (ni productos metabdlicos de los
mismos) o algun otro lipido oxidable (Jones, 1978). También los

elevados niveles de ATP del espermatozoide pueden participar en el
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sostenimiento de la movilidad en la solucidén salina. Hacia los 60
min de incubacidén, las células se inmovilizaron posiblemente
por haberse agotado 1los sustratos y la reserva energética.
Respecto al tipo de movilidad observada Condulatoria muy
lenta), la baja velocidad puede explicarse ya que se espera que
el metabolismo sea menor que el presentado por las células
incubadas con sustratos exdgenos adicionales, asi como por el
pH inestable pero tendiente a la acidez, que caracteriza a
la solucidn salina. Chulavatnatol en 1982 reportdé que el
espermatozoide de la rata era capaz de mostrar una buena
movilidad al ser incubado en cloruro de sodio amortiguado con
fosfato de potasio, con pH en un rango de 4 a 8; sin embargo, es
necesario mencionar que en la literatura los autores pocas
veces aclaran los criterios que toman para calificar de buena o
mala a la movilidad. En el estudio referido el objetivo fue
determinar el efecto de varios factores sobre la iniciacidén de 1la
motilidad, por lo que puede suponerse que lo que se evalud fue la
presencia o ausencia de la misma; por otra parte, debe tomarse en
cuenta la posibilidad de la estimulacidn de la adenilato
ciclasa por el potasio del medio de incubacidn (Morisawa e Ishida,
1987).

La evaluacidén de la movilidad de las muestras incubadas con y
sin glucosa indica que no hay diferencias aparentes entre ambas,
pero si hay un cambio en el patrdén observade a 1lo largo de 1la

incubacidn, independientemente de que el medio contenga o© no
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a la hexosa. Estas observaciones sin embargo, no permiten decir de
na manera tajante que la glucosa no modifique de alguna manera
(directa o indirecta) 1la movilidad durante el proceso de
capacitacidén. Para hacer una aseveracidn semejante, deben tomarse
en cuenta pardmetros cuantitativos como son: velocidad de
desplazamiento, direccionalidad, amplitud de flagelacidn, etc.,
perc que requieren de una infraestructura Caparatos) con los
cuales no se contd para hacer este trabajo. Lo que si{ podemos
afirmar, es que de haber efecto de la glucosa, no es tan evidente
como el gque se ha observado en las células del cuyo.

El efecto de 1la 2=-desoxiglucosa (2dglucosa) sobre la
movilidad apoya lo citado en relacidn a un efecto indirecto del
metabolismo de la glucosa sobre 1la movilidad. La 2dglucosa es
fosforilada por la hexocinasa pero no es capaz de continuar su
escisidén (Mann.y Lutwak-=-Mann, 1981) y por tanto inhabilita a 1la
célula para obtener energfia a partir de 1la glicdélisis. Ford vy
Harrison , y Ford, et al. en 1981, reportaron el efecto de la
6-cloro-6-dglucosa sobre el metabolisme y la movilidad del
espermatozoide de la rata, al administrar el carbohidrato in wivo.
Los autores encontraron que los espermatozoides de 1los animales
tratados con la hexosa, al ser extraidos e incubados en medio con
glucosa mostraron un inicio de wmovilidad normal pero con una
duracidén muy breve. Asimismo, la glicdlisis se vio afectada en la
actividad de varias enzimas y como consecuencia se presentd una

acumulacidén de intermediarios. La presencia de piruvato y lactato

67



en el medio de incubacidén abatié el efecto anterior. La
explicacidén encontrada es que la 6dglucosa causéd una lesidn
metabdlica que se evidencid en presencia de glucosa ya que las
fallas fueron atribuidas al reciclaje fudtil de sustratos que
consiste en la fosforilacidn de la glucosa y de la
fructosa-6-fosfato, seguida de su defosforilacidén sin el
aprovechamiento de la energia liberada. El reciclaje de sustratos
se traduce en un gasto excesivo de ATP lo que contribuye a un
declinamiento en la carga energética de la célula. La oxidacidn de
lactato y piruvato no se vio afectada por el tratamiento con la
6dglucosa. Bajo nuestras condiciones de estudio los resultados
fueron diferentes, la movilidad se inicié normalmente en las
células incubadas en medio con piruvato, lactato y 2dglucosa pero
se inmovilizaron en un breve tiempo. Atribuimos el hecho de que ni
el lActico ni el pirdvico hayan podido contarrestar el efecto de
la 2dglucosa como observaron Ford y sus colaboradores con la
6dglucosa, a que ellos dieron tratamiento a los animales por via
oral, y adn cuando el tiempo de tratamiento fue relativamente
largo, la dosis fue muy pequefia (120 umolskgsdia durante 14 dias).
A diferencia de ellos, nosotros trabajamos 1n vitro y con el
carbohidrato en wuna concentracién de S5.56 mM, por lo que
suponemos que el efecto fue demasiado driastico. En esta parte del
estudio se apoya lo propuesto por los autores en relacidn a que la
glicdélisis tiene para el espermatozoide de la rata un papel

adicional a la simple produccidén de pirdvico, lactico y ATP, ya
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gue a pesar de ser una célula oxidativa, requiere de 1la glucosa
para poder fecundar al dvulo. Nosotros encontramos que una falla
en la glicdlisis adn en presencia de los sustratos oxidables,
conduce a la célula a la inmovilidad y por 1lo tanto, a la
incapacidad de fertilizacidén. Sin embargo, en un trabajo posterior
C(Ford y Harrison, 1987), ellos explicaron que el efecto nocivo
podria deberse a una correlacidén entre el reciclaje futil de
sustratos y el efecto Crabtree (no determinado por ellos) pero de
acuerdo a nuestros resultados, el espermatozoide de 1la rata no
presenta este fendmeno. El efecto de la 2dglucosa sobre el AMPc

serd discutido mids adelante.

NIVELES DE ATP

Atribuimos la caida en el ATP durante el inicio de 1la
incubacidén a que el nucledtido es altamente requerido en esta fase
por los eventos de inicio de movilidad, fosforilacidn de
sustratos, sintesis de AMPc y el mismo reciclaje fudatil que se
considera espontineo en el espermatozoide cuando se incuba en
presencia de glucosa (Hammerstedt y Lardy, 1983). De esta manera,
el espermatozoide de la rata produce ATP por la via oxidativa (se
verificé su consumo de oxigeno), pero al parecer la demanda es
mayor que la produccidn por lo que la cindtica muestra una baja en
los niveles del nucledtido. Consideramos que este

comportamiento del ATP se debe a que en la rata los valores
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iniciales del nucledtido son muy altos comparindolos con los del
cuyo (Frenkel, et al., 1973; Campos, 1990) o en el hamster (White
y Aitken, 1989), y en el caso del primero, bajo las condiciones de
estudio lo que se observa es un incremento en el ATP cuando 1la
célula se incuba con glucosa (Campos, 1990). Creemos que en el
espermatozoide de la rata los niveles basales tan elevados
permiten tener el brusco descenso que observamos sin necesidad de
incrementar 1la velocidad de produccidén del ATP para que
ésta supere a su consumo. En cuanto a la falta de efecto de 1la
glucosa sobre los niveles de ATP (aim en el comportamiento de
descenso), suponemos se debe a que la célula mostréd ser mds
oxidativa y en ambos medios de incubacidn estuvieron presentes
el lactato y el piruvato, y si bien la presencia de la hexosa pudo
haber causado un mayor gasto de ATP por el reciclaje de sustratos,
este fendmeno no fue lo suficientemente intenso como para marcar,

por si solo, diferencias significativas.

CONSUMO DE OXIGENO

Los resultados obtenidos en los experimentos de consumo de
oxigeno indican que el espermatozoide de 1la rata presenta un
metabolismo oxidativo, ya que las muestras fueron capaces de
utilizar los sustratos exdgenos del medio. Se ha reportado que 1la
tensién de oxigeno en el udtero de la rata es de 25-40 mm Hg,

valores superiores al minimo necesario para que in vivo, el gameto
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pueda obtener energia por la via del Ciclo de Krebs <(Mann vy
Lutwak Mann, 1981).

Consideramos que en la célula no se presenta el efecto
Crabtree ya que la adicidn tardia de glucosa fue en la mayoria de
los casos incapaz de causar inhibicidn alguna. Las variaciones en
la respuesta a la glucosa pueden deberse al efecto de la agitacidn
sobre la integridad de las células (en el caso de la inhibicidén) o
a la disgregacidn de algtn grumo no bien suspendidio (en el caso
de estimulacidén), pero como ya se dijo, no hubo un efecto
consistente sobre el consumo. En las células tumorales el efecto
Crabtree es producto de la falta de oxigenacidn al que se ven
sometidas (Lyon, et al., 1988), por lo que las condiciones
favorables que se presentan al espermatozoiode de la rata pueden
explicar satisfactoriamente el porqué no presentan el citado
fendmeno. MNuestros resultados en el consumo de oxigeno son
congruentes con lo obtenido en el ATP ya que al no presentar 1la
célula el efecto Crabtree tampoco hay diferencia en lo que se
refiere a la oxidacidén de sustratos en presencia de glucosa.

Por otra parte, los resultados indican que no hay efecto de
la densidad celular sobre el consumo de oxi{igeno a las
concentraciones ensayadas; el efecto de dilucidn es evidente
cuando se trabaja con concentraciones de un orden de diferencia
(Cardullo y Cone, 1986) y nosotros en general trabajamos dentro de
un corto rango. Finalmente, las muestras presentaron un consumoc de

oxigeno similar al ser incubadas con KRPL y KRPLG, esto es
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explicable porque la glucosa es finalmente escindida hasta 4cidos
pirdvico y lactico, y tomando en cuenta gque el espermatozoide
tiene una via oxidativa activa, ambos tratamientos pueden ser

considerados como equivalentes.

NIVELES DE AMPc

El AMPc se presentd en cantidades significativamente mayores
en las células incubadas con glucosa cuando se probd a una
concentracidén de 5.56 mM. El efecto no parece ser atribuible a que
la presencia del carbohidrato genera wuna mayor cantidad del
precursor del nucledétido ciclico, ya que las cinéticas de ATP
indican que no hay diferencia entre 1los tratamientos con vy
sin glucosa. Este razonamiento nos 1llevaria a pensar que el
incremento en los niveles de AMPc por la glucosa se da al margen
de los procesos energéticos, sin embargo, los resultados obtenidos
en las células incubadas con la 2dglucosa, en las que no hay
estimulacién adicional cuando 1la hexosa se probdé en la
concentracidn de 5.56 mM indican que la glicdlisis guarda
relacidén con la elevacidén del AMPc espermitico. Por otra parte, el
hecho de que la glucosa S50 pyM no fuera capaz de causar la
estimulacién sugiere que el efecto Cal nivel que suceda) tiene un
cardcter dosis-dependiente. El efecto positivo de la glucosa sobre
el AMPc intraespermitico no ha sido reportado por ningdn otro

grupo de investigacidén; sin embargo, existen antecedentes de
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estimulacidn de la adenilato ciclasa por glucosa en Saccharomyces
cerevisitae (Mazdén, et al., 1982; Eraso y Gancedo, 1985). El
mecanismo propuesto es a través de la activacidn de la adenilato
ciclasa durante el transporte del azdcar; la glucosa permeasa
actuaria como receptor del carbohidrato y el grado de estimulacidn
de la ciclasa dependeria directamente de la saturacidn del
receptor. Esto permite explicar porqué el efecto se da sdélo cuando
la glucosa tiene una mayor concentracién. Eraso y Gancedo probaron
ademds otros azudcares para ver si el efecto dependia del
metabolismo, y encontraron que los azdcares metabolizables
promovieron una elevacidn seguida por un descenso que se mantuvo
en un nivel estable, del doble del valor basal del nucledétido. Los
azucares fosforilables pero no metabolizables tuvieron efectos
diferentes, entre ellos, la &2dglucosa ocasiond una muy leve
elevacidn del nucledtido, sin el pico temprano. Al igual que el
anterior, este resultado explica la falta de efecto de 1la
2dglucosa sobre el AMPc del espermatozoide de la rata. Si bien es
cuestionable la validez en las comparaciones hechas anteriormente
dadas las diferencias existentes entre 1la levadura Yy el
espermatozoide, la carencia de otros hallazgos similares en el
gameto de otra especie, asi como el desconocimiento de los
factores reguladores de la adenilato ciclasa espermidtica, nos
permiten aventurarnos a pensar que en el espermatozoide puede
presentarse un fendmeno andlogo al que sucede en la levadura.

Otra explicacidén posible al fendmeno es la que nos brinda 1la
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hipétesis propuesta por Pall en 1984, donde indica que los
mecanismos de accidn del AMPc han sido ampliamente conservados en
la escala evolutiva, y gque la estimulacidn del AMPc a 1la
glicdlisis observada en algunos organismos unicelulares puede ser
extrapolada a las células de animales superiores. En este caso, la
presencia de la glucosa podria inducir la mayor produccidén de AMPc
para de esta manera acelerar la descomposicidn del sustrato hasta
piruvate y lactato.

Finalmente, cabe la posibilidad de que la glucosa 5.56 mM
pero no la S0 uM promueva una elevada produccidén de ATP y gque
éste sea de inmediato transformado en AMPc; de esta manera las
muestas lncubadas con glucosa en elevadas concentraciones tendrian
cantidades mayores de AMPc pero los niveles de ATP serian iguales

a los de su control sin glucosa.
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CONCLUSIONES

El espermatozoide de la rata no adquiere (por 1lo menos de
manera evidente) un patrén de movilidad especifico al ser

incubado en presencia de glucosa.

El tiempo de iniciacidén de la movilidad no se ve afectado por
el medio de suspensidén de las células (solucidn salina o

medio de cultivo con y sin glucosa).

Durante el inicio de la movilidad se presenta en el
espermatozoide un descenso en los niveles de ATP, y al
igual que en otras especies, un incremento en el AMPc

intracelular.

La presencia de la glucosa no atentia 1la caida del ATP
intraespermitico, tal vez porque los niveles elevados del
nucledtido no lleguen a un nivel critico para la célula y por

tanto, no haya requerimientos energéticos emergentes.

La glucosa promueve una elevacidn adicional en los niveles
del AMPc durante los primeros segundos de la incubacidn. No
es claro si el efecto de la glucosa estia relacionado con el
metabolismo espermatico. La estimulacién de 1la adenilato

ciclasa posiblemente esté relacionada con el transporte de la
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hexosa al interior de la célula, o bien como una estrategia

para acelerar la descomposicidén del carbohidrato.

El espermatozoide de 1la rata tiene metabolismo oxidativo

que no se ve inhibido por la presencia de glucosa; es decir,

no presenta el efecto Crabtree.
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CONTENIDO DE_ATP

( rmoles/ 1 x 10°céls.)

Muestra Tiempo glucosa 5.56mM glucosa 50uM
Basal 0 65.29 + 9.12 67.84 + 24.74
RK 15 seg 44,98 + 14.31 64.14 + 1.03
RKG 15 seg 45.64 + 16.35 53.30 + 13,68
RK 30 seg 44,19 + 13.69 60.76 + 23.97
RKG 30 seg 44.30 + 10.21 50.72 + 29.77
RK 45 seg 39.79 + 15.90 44.30 + 28.16
RKG 45 seg 39.44 + 13.76 52.96 + 11.09
RK 60 seg 41.15 + 17.69 44,08 + 13.27
RKG 60 seg 38.47 + 16.05 39.89 + 24,92
RK 5 min 34.55 + 32.65 29.13 &+ 3,25
RKG 5 min 42,02 + 14.26 29.81 + 1.08

Cuadro 3. Valores obtenidos durante las determinaciones de
ATP. Los valores de los experimentos con glucosa

50 uM son la media de 3 experimentos y los obteni

dos con glucosa 5.56 oM, de 5 determinaciones.

Cada valor se representa + su desviacion estandar.
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Muestra| Tiempo glucosa 5.56 oM glucosa 50 uM 2dglucosa

Basal 0 0.38 + 0.37 0.80 + 0.34 0.66 + 0.08
RK 15 seg 1.44 + 0.51 1.08 + 0.73 1.25 + 0.17
RKG 15 seg 2.07 + 0.67 1.13 + 0.67 1.26 + 0.30
RK 30 seg 0.99 + 0.43 0.92 + 0.32 1.13 + 0.14
RKG 30 seg 1.80 + 0.62 0.94 + 0.18 0.95 +70.10
RK 45 seg 0.90 + 0.20 0.85 + 0.21 1.10 + 0.35
RKG 45 seg 1.93 + 0.74 0.93 + 0.35 1.24 + 0.15
RK 60 seg 1.07 + 0.45 0.72 + 0.22 1.05 + 0.18
RKG 60 seg 2.04 + 0.58 0.88 + 0.30 0.85 + 0.20
RK S min 0.47 + 0.41 0.70 + 0.48 0.71 + 0.09
RKG 5 min 0.60 + 0.42 0.81 + 0.29 0.57 + 0.06

Cuadro 4. Valores obtenidos de los experimentos de
AMPc intraespermatico. Cada valor es la

media + su desviacion estindar y esta da

do en pmoles de AMPc/1 x 10 celulas.
Los experimentos realizados con glucosa

5.56 mM tuvieron 5 repeticiones y los de

glucosa 50 uM y 2dglucosa (5.56 mM), 3.

85




	Portada
	Índice
	Introducción
	Antecedentes
	Objetivos
	Metodología
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



