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RESUMEN

Se ha determinado que los espermatozoides de los mamf{feros
cuentan con todos los componentes del nistéma del segundo mensajero.
Debido al efecto que tiene la exposicifn de los espermatozoides al
AMPc, a an8logos de §ste (db-AMPc u 8~Br-AMPc), asf como a inhibi-
dores de fosfodiesterasa de AMPc, se ha inferido gque el AMPc
participa en la regulacitén de ptooeoén espermiticos tales como:
tiempo de maduracién epididimal, metabolismo, movilidad, tiempo de
capacitacién y apl;icldn de la reacoifn acrosomal.

Se ha encontrado que el medio de incubacifn influye en el
tiempo de capacitacifn espermética. Por otra parte, se ha visto
qus el nivel de AMPc intrasspermético permanece esencialmente
constante durante el perfodo de capacitacién, a excepciln de un
incremento substancial al inicio de la misma, in vitro. Estas
observaciones nos llevaron a investigar si el contenido inicial de
ANPc intraesperaftioco tenfa alguna influencia en el tiempo de
capacitacifn.

Los espermatosoides de cuyo fueron incubados en diferentes
medios capacitantes, a diferentes t:i.-po-.. Su contenido de AMNPc
se determino, por radioimmunoensayo, a 15 y 30 seg de iniciada la
incubacién. La capacitacién se valor6 cuantificando el % de la
poblacifn que sufrié la Reaccifn Acrosomal,

*

Los espermatozoides de cuyo incrementaron abruptamente su



contenido basal de AMPc, dentro de los primeros 30 seg de incubacién
en los diferentes medios de incubacifn utilizados. La magnitud de
este incremento fue dependiente de la composicién del medio de
incubacifn, siendo mayor cuando se incub6 en un medio adicionado de
glucosa, papaverina o ambas. La proporcidn de la poblacifn
espermitica que se capacité a 5, 15, 30 o 60 min de incubacién, no
fue significativamente diferente entre un medio y otro, no obstante
que al contonidd inicial de AMPc intraespersitico si fue diferente.
Los espermatozoides con un contenido inicial de AMPc cercano al basal,
parecen no capacitarse ni a 5 ni a 15 min de incubacifn en un medio
capacitante. g

Estos resultados sugieren que el incremento del contenido de
AMPc parece no tener relacifn directa con el tiempo de capacitacién
de los espermatozoides des cuyo. Este AMPc parece activar, solamente,
los mecanismos que permiten gque el gameto ndquiiu la movilidad
activa (dentro de 120 seg), requerida para la subsecuente
fertilizacidn del 6vulo.
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ABREVIATURAS

ADN Acido desoxirribonucléico

AMPC 3'5'~Fosfato cfclico de adenosina o AMP ciclico
ARN Acido ribonucléico

ATP 5'-Trifosfato de adenosina

Cellex-T Resina de intercambio aniénico

CTAB Bromuro de cetil trimetilamonio. Detergente catiénico
b.o. bDensidad 6ptica

DTT Ditiotreitol

Bi;TA Acido etilendiamino tetraacé8tico, la sal disSdica
G Glucosa

MCM Madio mfnimo de cultivo

mM Milimolar

uM Micromolar

PBS Solucidn amortiguadora de fosfatos

PD Fosfodiesterasa de nucleStidos ciclicos

R.A. Reacciln acrosomal

8Ds Dodecil sulfato de sodio. Detergente anifnico
xg NGmero de veces la gravedad

Tris Tris (hidroximetil) aminometano



INTRODUCCION

Los primeros estudios sobre la reproduccién de los animales
se realizaron examinando el comportamiento de los gamstos de los
organismos que presentan fertilizaciBn externa. Esto principal-
mente se debe a que los Svulos y los espermatozoides de estos
animales, particularmente los de invertebrados marinos, son ideales
para el anflisis de la fertilizacifn y el desarrollo embrionario
temprano, por dos razones principales: la fertilizacifn y el
desarrollo subsecuente de un nuevo organismo ocurren ficilmente en
el laboratorio, por incubacifn de los gametos en agua de mar; y
por que un gran nGmero de gametos de ambos sexos pueden ser obteni-
dos, facilitando la investigacién a niVel tanto bioqufmico como ‘
molecular. De ahf que una gran parte del conocimiento relacionado
a la interacciSn de los gametos para la reproduccifn se refiera a
tales organismos, Por otra parte, el entendimiento de los procesos
involucrados en la reproduccién de los mam{feros se encusentra un
tanto atrasado, ya que 8810 recientemente se ha enfocado un mayor
interés en su estudio (Bavister, 1980),

De la investigacidn del proceso de fertilizacién en inverte-
brados marinos se han identificado algunocs de los eventos bisicos
de la misma, algunos de los cuales han sido observados también en
los mamiferos, como son: la ocurrencia de la reaccifn acrosomal
espermftica (Chang 1952; Austin, 1952); una necesidad de iones Caz*

para la produccifn de dicha reaccibn (Dan, 1954; Yanagimachi y Usui,



1974; alteracisn del metabolismo de los nucleStidos ciclicos en
el espermatozoide durante la reaccifn acrosomal (Garbers y Kopf,
1980); la especificidad de especie presentada en la interaccifn
espsrmatozoide-6vulo (Hanada y Chang, 1972; Yanagimachi, 1972,
1977, 1978; Summers y Hylander, 1976; Kinsey y col., 1980); y
otras. Desafortunadamente, existen suficientes disparidades en
la fisiologfa y en la morfologfa entre los gametos de los
mam{feros y los de los invertebrados marinos, que hacen imposible
la extrapolacifn de todos los hallazgos obtenidos de la
investigacifn de estos dltimos, para comprender en detalle el
proceso de la fertilizacién en mamfferos. Esto hace indispensable
el estudio de los diferentes mecanismos involucrados en la

fertilizaci6n de estas Gltimas especies.

La featifizacibn en Los mamlfenos

La reproducci8n en los mamiferos es un proceso notablemente
complejo, con sus propios eventos fisioldgicos y sistemas de con-
trol, que tiene como finalidad el desarrollo de un nuevo individuo
de la misma especie. El cumplimiento de esta finalidad involucra
al fenfmeno denominado fertilizacifn, que es la fusidn de las
células germinales especializadas (gametos) del macho y de la
hembra (Bavister, 1980), para producir el huevo o cigoto, cuyo
ulterior desarrollo originarf un individuo de la misma especie

(Austin y Short, 1982).



Bl espermatozoide y el Svulo son las cflulas germinales espe-
cializadas masculina y femenina, respectivamente, y su caracteris-
tica principal es su haploidia en nimero de cromosomas y contenido
de DNA. Este sstado haploide es adgquirido, en ambos gametos, a
través de divisiones Eclulcrn de un tipo no usual (para las célu-
las som&ticas), denominadas meiosis. Ambos gametos derivan de una
1linea de c8lulas dipléidn, denominadas cflulas gserminales pri-
mordiales, la cual es establecida durante la embriogénesis tempra-
na. Las células germinales primordiales sufren las dos divisiones
consecutivas de las que consta la meiosis; en la primera divisién
{meiosis I), tanto el nimero de cromosomas como el contenido de
DNA es dividido en dos partes iguales; en la segunda, s8lo el
contenido de DNA es dividido en dos partes iguales, Ya que antes
de entrar a la primera piofqu meiftica, las c&lulas germinales
duplican su DNA, al inicio de la meiosis est&n equipadas con una '
cuota de DNA de 4n, despuls de las dos divisiones meidticas, quedan
con una cuota de n, en términos de contenido de DNA y en un
estado haploide.

Las cllulas germinales espacializadas son producidas en las
g6nadas, fisiollgicamente maduras, por un proceso conocido como
gametogéneais. El 6vulo o gameto femenino es producido en el
ovario durante la ovoglnesis; y el espermatozoide o gameto mascu-
1ino, es formado en el testfculo, por el proceso denominado esper-

matogénesis (Rustin y Short, 1982), El ciclo de vida de las



células germinales, femeninas y masculinas, se resume en la figura
1, Las células germinales, en ambos sexos, se dividen mit6tica-
mente hasta, o poco después de, la diferenciacifn gonadal sexual,
Todas las c8lulas germinales femeninas entran en meiosis en la
vida fetal, en la mayorfa de los mamiferos, mientras que las
masculinas mantienen permanentemente su poblacién celular, que
puede dividirse mit6ticamente y de la cual las células meidbticas
continuan para emerger por toda la vida adulta.

Con la fertilizaci6n, el 6vulo recupera la diploidfa caracte-
ristica de la especie (Bavister, 1980), al recibir el DNA (n) que
porta el espermatozoide, dando origen al huevo. Para que ocurra
ésto, el gameto masculino debe adquirir la capacidad de fertilizar
al 6vulo (Bedford, 1970; Bavister, 1980; Bedford, 1983; Yanagimachi,
1984), por medio de procesos, afin no bien esclarecidos, gque le
ocurren durante su estancia en los tractos genital masculino, y
femenino, hasta'encontrarse, unirse y fusionarse con el 6vulo, en
el &mpula del oviducto (Talbot, 1984).

En la mayorfa de los mamiferos euterianos, el Svulo reciente-
mente ovulado (Fig. 2), consiste de una membrana celular propia del
8vulo, o vitelo, rodeada por una cubierta glicoprot&ica no celular,
la zona peldcida; contenido todo en una masa de pequefias cé&lulas,
la corona radiada y el cGmulo o&6foro {Bedford, 1983; Hartman, 1983;
Schuell y col., 1983; Dunban y col., 1984; Talbot, 1984); una

matriz extracelular, conteniendo &cido hialurcnico (entre otras
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cosas), y fluido folicular residual que separa a las células .de la
corona radiada y el cdmulus (Talbot, 1984). Por lo tanto, el
espermatozoide que fertilice al 6vulo debe penetrar la matriz
extracelular del climulo o8foro y corona radiada y la zona pelfcida
antes de atravesar el espacio perevitelino y poder unirse y
fusionarse con el ocolema, Aungue Hartmann (1983) seflala que las
células del cGmulo o6foro y de la corona radiada se pierden, en
algunas especies, en el trayecto recorrido por el ovocito, desde
que es expulsado del folfculo de DeGraff hasta su enc;entro con el
espermatozoide, en el 4mpula de la trompa de Falopio, el esperma-
tozoide de mamifero estd bien diseflado para penetrar las cubiertas
gue recubren al 6vulo, sin requerir que &stas se pierdan mecé&nica-
mente.

Los espermatozoides de mamifero esté&n organizados, topogrdfi-
camente, en dos segmentos principales: la cabeza y el flagelo
(Fig. 2). La cabeza consiste de un nficleo mis condensado y elonga=
do que el de una célula somdtica, cubierto en su polo anterior por
un complejo membranosc, organelo denominado acrosoma, que contiene
entre otras cosas enzimas que, se ha sugerido, participan en la
fertilizaci®n con papeles activos {Stambaugh, 1978). El nficlec del
espermatozoide de mamiferos tiene una forma que es caracteristica
de cada especie, y &sta es adquirida al condensarse la cromatina
por el aumento, en sus proteinas, del nfimero de enlaces disulfuro

internos, lo que lo hace metabblicamente inerte y sumamente resis-



gistente a la digestisn (Fawcett, 1975), El arreglo de la cromatina
dentro del ncleo espermitico no ha sido definido adecuadamente,
pero se sabe que estf complejamnhte organizada; por estudios de
criofractura de espermatozoides de varias especies de mamiferos
(Bellvé y O'Brien, 1983), se sugiere gue tiene un arreglo en la-
minas, aﬁnque en el del humano y en el del rat&n.se ha sugerido que
es fibrogranular. La extrema condensacifn y la forma no usual del
nlcleo espermitico han sido atribuidas a la presencia de proteinas
caracterfsticas en su cromatina, En varias especies de invertebra-
dos y vertebrados, las histonas somfticas son reemplazadas durante
la espermatogénesis por protaminas (protefnas més pequeiias y mis
bésicas que las histonas), o por especies singulares de histonas
{Bellvé y O'Brien, 1983), Las protaminas han sido identificadas

en espermatozoides de varios mamiferos {(Coelingh y col., 1972;
Kistler y col,, 1976; Kolk y Samuel, 1975; Gaastra y col., 1978), y
se ha encontrado que algunas especies de mamiferos presentan en sus
espermatozoides s6lo un tipo de protamina. ILa cubierta nuclear de
espermatozoide de los mamiferos tiene varias caracteristicas
estructurales no usuales. Consiste de dos membranas, y cada una
contiene distintos patrones de particulas intramembranales
(Stackpole y Devorkin, 1979), Cerca del polo caudal de la cabeza
espermdtica, las membranas nucleares y la plasmitica se fusionan
para formar el anillo posterior (Friend y Fawcett, 1974), el cual

aparentemente act@a como un sello que separa los compartimientos



de la cabeza y del flagelo.

El acrosoma del espermatozoide de mamfferos varfa en forma y
tamaflo entre las diferentes especies, pero casi siempre consiste
de 1o siguiente (Meizel, 1978): una membrana contfnua que lo
limita, compuesta de una regiSn externa, que es la m&s prSxima a la
membrana plasmitica, Yy una regidn interna, la cual esté cercana
a la membrana nuclear; el segmento ecuatorial o collar acrosomal,
que es la regifn caudal pltticuhmnté estrecha del acrosoma,
donde la membrana acrosomal interna y externa se unen; el espacio
subacrosomal, en algunos casos conocido como el perfotatorium, que
semeja una rafz, y estf localizado entre la parte anterior final
del ndcleo y el acrosoma; y la matriz acrosomal, compuesta de
material granular, electrfnicamente denso, no enlazado a las
membranas. El que el acroscma sea originado del aparato de Goigi
durante la espermatogénesis y el que contenga enzimas hidrolfticas,
lo hace comparable a un "lisosoma especializado® (Hartree, 1975;
Stambaugh, 1978), Fawcett (1978) al exponer espermatozoides de
toro a naranja de acridina encontrd, que el acrosoma fluorecfa al
contacto con el colorante, &sta es una caracterfstica de los
lisosomas, lo que apoya la consideracién de Hartrees y Stambaugh
sobre el acrosoma.

Ql flagelo del espermatozoide de mamifero se le ha subdividido,
para su estudio, en cuatro segmentos discretos: el cuello, la
pieza media, la pieza principal y la pisza terminal. El cuello es

una regién morfolégicamente compleja, localizada inmediatamente
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después de ia cabeza, en la parte posterior del ndcleo. La regién
del cuello incluye a la pieza conectora que sirve como base, fosa
de implantacifn, al nGcleo, El cuello forma la articulacifn entre
la cabeza y el flagelo del espermatozoide (Browder, 1980), Usual-
mente es delgado y estf constituido por la porcifén redundante de la
membrana nuclear, una o dos mitocondrias que se proyectan anterior-
mente de la pieza media, los segmentos iniciales de las fibras
densas externas y la extensién antexior de]l par de microtdbulos-
centrales del axonema (complejo de filamentos axiales), que es el
aparato motor del flagelo espermitico,

La pieza media del flagelo esti caracterizada por el arreglo
helicoidal de las mitocondrias que rodean a las fibras densas
externas y al axonema central. La cubierta mitocondrial de la
pieza media se considera que es la que genera la energfa para la
locomocibn del espermatozoide (Fawcett, 1975; Oko y Krudka, 1982;
y O'Brien, 1983). La pieza media termina en una estructura en
forma de anillo (annulus}), donde se fusiona con la membrana
plasmitica.

La pieza principal, el segmento mfs largo del flagelo del
espermatozoide, también contiene al axonema en su parte central y
a las fibras densas externas que lo rodean en este segmento, la
hélice mitocondrial es reemplazada por una vaina fibrosa compuesta
de una serie de costillas (de estructura filamentosa), orientadas

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

El segmento mas distal del flagelo espermético, la pieza
terminal, contiene regiones de vaina fibrosa menos desarrolladas,
remanentes de las columnas, el extremo terminal de algunas fibras
densas y al axonema (Bellvé y O'Brien, 1983),

El espermatozoide estd envuelto por un plasmalema que poseé
dominios funcionalmente distintos, As;, la membrana plasmatica
gue cubre la regiﬁn antexior de la caheza, participa en la
reaccién acrosomal, mieptras que la superficie del segmento ecua~
torial o cdpsula nuclear esta considerada como la zona responsable
de la fusibn inicial con el dvocito, Estudios de crio~fractura
de los espermatozoides de ﬁamifero indican diferencias regionales
en el tamafio, la distribucifn y la densidad relativa de particulas
intramembranales (Friend y Fawcett, 1974; Stackpole y Devorkin,
1974).

Parece haber una movilidad restringida de los componentes
membranales intercalados (0'Rand, 1977}, sobre todo en regiones
que no pertenecen a la superficie postacrosomal de la cabeza. Los
lipidos de la membrana espermdtica también parecen estar localiza-
dos en dominios discretos, se ha sugerido que las regiones membra-
nales fusog&nicas, localizadas en el acrosoma, contienen concentra-
ciones elevadas de lipidos anifnicos (Bearer y Friend, 1982), Ta-
les dominios lipfdicos podrian facilitar los eventos de membrana

que se presentan durante la capacitacibén y la reaccifn acrosomal.
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Diagrama esquemdtico de La estructura caracterlstica de Los
gametos femenino y madculing de Los mamfderos, Al ocurrir
la ovulacibn, el Svulo (A) detenido en la metafase II de la
segunda divisi6n meidtica, sale del folfculo de De Graaf,
rodeado por: el espacio perivitelino (ep), la zona peld-
cida (zp), las células de la corona radiada (cr) y las

del ctmulo o&foro (30); y el primer cuerpo polar (pcp) que
se encuentra en el espacio perivitelino, El espermatozoi-
de (B) estd formado por: La cabeza, que incluye al nticleo
(n) y al acrosoma (a}: al cuello (c}; y el flagelo, que
comprende a la pieza media (pm), que se caracteriza por el
arreglo helicoidal de las mitocondrias (hm) que rodeag

al axonema, y termina en el &nulo (an); a la pieza prin-
cipal (pp), el segmento m&s largo del flagelo, donde la
hélice mitocondrial es reemplazada por una vaina fibrosa
(vf); v a la pieza terminal {(pt), el segmento mds distal
del flagelo espermitico que contiene regiones de vaina
fibrosa menos desarrolladas, El espermatozoide est8 en-
vuelto por la membrana plasmitica (mp) que posee dominios
funcionalmente distintos,

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

las dimensiones de ambos gametos,
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Myles y col., (1981) utilizando anticuerpos monoclonales
dirigidos contra antfgenos de la superficie de espermatozoides de
mamifero, encontraron que &stos contienen antfgenos de superficie
de localizaci6bn discreta, formando dominios membranales dentro de
las regiones acrosomal y postacrosomal, asf como en el flagelo; y
sugieren que estos antfgenos podrfan tener papeles funcionales en
la capacitacién, la reaccidn acrosomal o en la fertilizacién.

108 espermatozoides aparentemente maduros "morfol8gicamente",
cuando abandonan los tfbulos seminiferos testiculares, donde son
producidos en gran n@mero, aun no son capaces de moverse
progresivamente y son incapaces de fertilizar al 6Svulo; pero,
durante su paso lento a través del conducto epididimal, un Srgano
ductiforme adheridb a la superficie posterior del testfculo, los

espermatozoides aun sufren cambios morfol6Sgicos y bioquimicos
>para adquirir la capacidad fertilizante (Fawcett, 1978; Bavister,
1980; Talbot, 1984).

Estos cambios maduracionales incluyen alterazciones estructurales
sutiles, tanto en la cabeza espermética como en el flagelo, cambios
en los constituyentes y en las propiedades de la membrana plasmitica
Yy, acemis adquieren la capacidad de moverse hacia adelante en forma
sostenida (Bellvé y O'Brien, 1963), Los mecanismos involucrados en
tal maduraci6n epididimal aun no est&n bien dilucidados, pero se
sabe que pueden ser influenciados por mdltiples factores, tales

como: concentracién celular, los espermatozoides son concentrados
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unas 20 veces, o mis, durante su trinsito por el epid!dimo: cambios
en su microambiente, el fluido del epididimo es diferente enbsu
composicibn comparado con el fluido de los tdhulos seminiferos,
estas diferencias invelucran disminucién del pH, alteracifn de la
composicién iSnica, marcada acumulacién de carnitina y gliceril-
fosforilcolina. Adem&s, proteinas especificas secretadas por el
epididimo parecen interactuar diEectumente con el espermatozoide
(Ballvé y O'Brien, 1983; Noland y col.,‘l984; Talbot, 1984).

Después de su estancia en el epididimo, los espermatozoides de
los mamiferos aun son incapacés de fertilizar de inmediato al
O6vulo al ponerlos en contacto (Austin, 1951;*&hang, 1951; Bedford,
1970; Bavister, 1980; Garbers y Kopf, 1980; Chang, 1984; Yanagimachi,
1984); ya que al ser depositados en el tracto genital femenipo, o
en un medio de incubacifn adecuado, {in vitro, requieren de un tiempo
determinado para que puedan ser capaces de fertilizar al &vocito.
Durante este tiempo, el espermatozoide sufre una serie de altera-
ciones morfolSgicas y fisiol6gicas para adquirir la capacidad de
fertilizar, Estas alteraciones morfol6gicas se han dividido en dos
partes: la capacitacifn y la reaccifn acrosomal.

El término capacitacibn es una definicifn operacional (Chang,
1984; Talbot, 1984}, y se refiere a la suma de eventos que le
ocurren al espermatozoide de los mamiferos para poder sufrir la
reacci&ﬁ acrosomal (Bedford, 1970; 1983; Clegg, 1983; Yanagimachi,

1984)., El tiempo requerido para la capacitacibén espermftica varfa
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entre las diferentes especies de mamiferos.

La reaccibn acrosomal originalmente era incluida como parte
de la capacitacifn (Austin, 1952), pero a partir de Bedford (1970)
se le ha considerado como un fenfmeno separado, La reaccibn
acrosomal consiste en la pérdida del acrosoma espermitico y la
liberacibn de su contenido. FEste cambio morfolfgico muy aparente,
le permite al espermatozoide penetrar laé envolturas del Qvulo
(Meizel, 1978), unirse y fusionarse con la membrana plasm?tica del
mismo, y con ello, fertilizarlo (Clegg, 1983; Talbot, 1984;
Yanagimachi, 1984).

Inmediatamente después de que la cabeza del espermatozoide se
ha incorporado dentro del citoplasma del 6vulo, la cubierta dél
nGcleo espermdtico desaparece y se inicia la descondensacibén de la
cromatina nuclear (Battaglia y Gaddum-Rosse, 1984; Shalgi y
Phillips, 1982).

Después de la fusifn espermatozoide—6§ulo, las propiedades de
la membrana plasm&tica del gameto femenino cambian de tal manera,
que elimina la posibilidad de que se fusione otro espermatozoide,
es decir, bloquea la polispermia (Yanagimachi, 1984), de esta
manera la singamia normal, &sto es la combinacifn de s6lo un
pronficleo masculino con el pronficleo fémenino, queda asegurada
(Schmell y col., 1983), Este bloqueo de la polispermia es refor-
zado, en algunas especies, por la reaccibn de la zona pelucida
(Dumban y Wolgemuth, 1984), La fusibn entre el ovocito y el

egspermatozoide también dispara la activacifn del citoplasma del
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6vulo causando, entre otras cosas, la exocitosis de los grénulos
corticales. EIl material de los gr&nulos corticales interactfia

con la zona pelficida y la modifican (reaccifén de la zona pelficida),
de tal manera que se torna impermeable al paso de mds espermatozoi-
des (bumbkan y Wolgemuth, 1984; Yanagimachi, 1984},

El mecanismo preciso desarrollado para el blogquec de la
polispermia depende de la especie, Los 6vulos de algunas especies
{p. ej., el conejo) dependen casi exclusivamente del bloqueo
causado por la membrana plasmitica del ovocito, y los de otras
especies (p. ej., el ratdn) parecen utilizar los dos mecanismos para
prevenir el paso de mis de un espermatozoide hacia el citosol del
ovocito; los 6vulos de otras especiel (P. ej., el hdmster dorado)
parecen depender Gnicamente de la reaccidn de la zona pelfcida
para bloquear la polispermia (Yanagimachi, 1984).

La activaci@n del citoplasma del gameto femeniro permite que el
nGcleo del espermatozoide se descondense y desarrolle para formar
el pronficleo espermftico, Al mismo tiempo, los cromosomas del
6vulo, detenidos en la metafase de la segunda divisién meibtica
antes de la entrada del espermatozoide al citosol, por la penetra-
cibn del espermatozoide completan sus meiosis y forman el pronficleo
femenino, y es expulsado el segundo cuerpo polar (Edwars, 1980;
Austin y Short, 1982), La sintesis de DNA y la duplicaci6n de
cromosomas en ambos pronficleos ocurren mls o menos sincrfnicamente
con el desarrollo de los mismos (Wolgemuth, 1983), La activacibn

del 6vulo y el rearreglo del sistema del cltoesqueleto que la
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acompaiia, llevan a los pronlg¢leos en desarrollo al centeo del huevo,
donde, una vez que se han desarrollado totalmente, quedan en una
aproximacién muy cercana y su cubierta se desintegra y sus
cromosomas se aparean para la primera divisifn celular mitética del
nuevo ser que se desarrollard (Yanagimachi, 1984),

El intervalo de tiempo que transcurre a partir de la entrada del
espermatozoide al citosol hasta la primera divisifn del huevo es de
m&s de 12 horas en la mayorfa de los mamiferos; en el humano, por

ejemplo, es de 28 horas,

La capacifacibn espermdtica

Hace mds de 30 afios que los primeros estudios sobre el proceso
de la capacitacibn fgeron realizados {Austin, 1951; Chang, 1951},
cuando se observ8 que los espermatozoides inyectados dentro del
saco periovarico de la rata o en el oviducto de la coneja eran
incapaces de penetrar al ovocito inmediatamente, y que requerian
de un periodo determinado de permanencia en el tracto genital feme-
nino para adquirir el estado funcional, en el cual pueden fertilizar
6vulos. Este estado funcional es alcanzado cuando el espermatozoide
ha sufrido dos procesos indispensables: la capacitacién y la reac-
cifén acrosomal (Austin, 1951; Chang, 1951; 1984; Bedford, 1970,
1983; Clegg, 1983; Talbot, 1984; Yanagimachi, 1984),

La capacitacién de los gametos masculinos de los mamiferos se
ha definido como la suma de cambios bioquimicos, ultraestructurales

y fisiol8gicos que le deben ocurrir para poder sufrir la reaccifn
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acrosomal (Bedford, 1970}, La capacitacién es un proceso espermi-
tico bdsico para que el gameto pueda fertilizar al 6vulo a la hora
y en el lugar adecuado; sus facetas parecen reflejar nuevos meca-
nismos de control celular sobre la interaccibn de los gametos en
la reproduccifn de los mamiferos euterianos (O'Rand, 1982; Bedford,
1983). Ssu duracién podria controlar el tiempo previo a la inter-
accibn entre el espermatozoide y el 6&vulo, via control de la ex-
presibn de ‘la reaccifn acroscmal (O'Rand, 1982), ya que los cambios
espermiticos observados concomitantes con la capacitacidn estén
posiblemente relacionados directamente a la preparacién para la
fusi6én de las membranas plasmitica y acrosomal externa del gameto.
las bases bioquimicas de la capacitacidn esperm&tica no estén
totalmente dilucidadas, pero existen varias lineas de evidencias
que indican que el proceso de capacitacién involucra a los siguien-
tes eventos:
1. Una disminuci6én de la carga negativa neta, por alteracién
de las terminales de &cido glucurbnico y/o hialurx8nico
(vaidya y col,, 197}1)
2. Remocién de un factor {es) unido a la membrana plasmética
espermdtica que impide la capacitacifn (factor descapaci-
tante o factor estabilizante de la membrana) (Williams y
col., 1976; Oliphant, 1976), cuyo origen es el liquido
del epididimo y/o el plasma seminal (Chang, 1957; Weinman
y Williams, 1964), As! como la pérdida de componentes
especificos de la membrana plasmitica (Brackett y Oliphant,
1975; Oliphant, 1976)
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Aumento en el metabolismo glucolitico (Hamner y Williams,
1963)

Aumento en la velocidad de respiraci6n (Hamner y Williams,
1963)

Alteracidn de sitios esperméticos que unen lectinas
{Schwarz y Koheler, 1979), y de sitios de unidn de
anticuerpos especificos {Koheler, 1976; 0'Rand, 1979)
Disminucidén del contenido de colesterol de la membrana
plasmética (Brackett y Oliphant, 1975); incremento en el
contenido de fosfolipidos de la membrana plasmitica (Davis
y col.,, 1980); disminucién de la relacidn colesterol/
fosfolipidos (Davis y col,, 1979, 1980); incremento en la
metilacibn de fosfolipidos membranales (Llanos y Meizel,
1983)

Cambios en las propiedades osmbticas de la membrana plas-
mitica (Summers y col,, 1976}, y cambios en su permeabili-
dad

Cambios en la fluidez de las membranas plasmitica y acro-
somal externa (Brackett y Oliphant, 1975)

Incremento en el influyjo de iones Ca+2 (Singht y col.,
1978), formacifn de canales i6nicos en las membranas
plasmﬁtica y acrosomal externa y formacifn de gradientes
iBnicos a través de ellas, manteniendo niveles intracelu-
lares elevados de K" y bajos de Nat (Edwars, 1980)

Aparicifén, en las membranas plasmiticas y acrosomal exter-
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na, de zonas caxentes de particulas intercaladas, zonas de
aclaramiento consideradas como posibles puntos de fusién
intermembranal durante la reaccifn acrosomal (Friend, 1974,
1977, 1983)

11. Incremento en la actividad de la adenilato ciclasa (Morton
y Albagli, 1973; Stein y Fraser, 1984); disminucifbn de la
actividad de la fosfodiesterasa de nucleotidos ciclicos
(stein y Fraser, 1984), e incremento de los niveles de
AMPc intraespermiticos (Hyne y Garbers, 1979; Mrsny y
Meizel, 1980; Fraser, 1981; Stein y Fraser, 1984)

12. Incremento en'1a moyilidad espermitica (Yanagimachi,

1970; Yanagimachi y Usui, 1974; Cornett y Meizel, 1978;
Mrsny y col., 1979)

Es importante hacer notar que todos los eventos sefialados se ha
observado que ocurren durante el tiempo que toma el proceso denomi-
nado capacitacién, sin embargo, no se tiene la certeza si son parte
del mismo, o si son concomitantes con él. Por otra parte, las mo-
dificaciones esperméticas que ocurren durante este proceso no pa-
recen requerir factores externos especificos de especie (De Mayo y
col., 1980; Saling y Bedford, 1981), y &sto enfatiza que cuando
menos en parte, el proceso de la capacitacibn espermfitica en los
espermatozoides de mamffero sea de naturaleza endfgena (0'Rand,

1982) .
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La neaceibn acrosomal en Los espeamatozoddes de Los mamffenos

El acrosoma de los espermatozoides de los mamiferos sufre una
produnda modificacién marfol6gica, denominada reaccifn acrosomal
(RA), en el tracto genital femenino, o en condiciones adecuadas de
incubacidn {in yitre. In vivo ocurre poco antes de, o durante
(Yanagimachi y Usui, 1974), el contacto con las envolturas del
8vulo. Aunque el significado preciso de la RA no se ha determinado
aun totalmente, se asume que es un proceso que s6Glo le ocurre al
espermatozoide capacitado (Bedford, 1970, 1983; Fawcett, 1975;
Meizel, 1978; Hyne y Garbexs, 1979; Moore y Bedford, 1983), y que
le debe ocurrir al gameto para que pueda atravesar las envolturas
del 6vulo, unirse y fusionarse con el oolema y asi fertilizar al
gameto femenino,

La RA es un evento totalmente dependiente Qe Ca+2 extracelular
(Yanagimachi y Usui, 1974; Hyne y Garbers, 1979; Garbers y Kopf,
1980), y sus eventos secuenciales son:

1. La fusibn, en mdltiples sitios, de las membranas acrosomal
externa y plasmftica que la cubre, con la produccifn de
vesiculas mixtas y formacifn de poros a través de ambas
membranas, creando un acrosoma fenestrado (perforado) que
permanece por algln tiempo (Green, 1982; Meizel, 1978),
También ocurre un aumento del volumen del acrosoma, aunque
no se sabe con certeza si es causado por la vesiculacién
membranal y la formacibn subsecuente de poxos que permiten

la entrada de electrolitos al acrosoma con el consiguiente
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hinchamiento del mismo, o si, ocurre primero el hinchamien-
to debido al aumento de la presién osmética coloidal dentro
de la matriz acrosomal; que induce la fusifn y vesicula-
cibn intermembranal {Yanagimachi y Usui, 1974; Green, 1978},
aungue recientemente, Green (1982) mostrd datos que refor-
zan la idea de que es el aumento del volumen del acrosoma
lo que permite el acercamiento de las membranas acrosomal
externa y plasmdtica y facilita su fusibn, la pregunta:
¢C6mo se induce el aumento en la presién osmStica de la
matriz acrosomal?, permanece sin respuesta, La RA se
asemeja a un proceso de exocitosis, pero su duracibn es

mis larga que un evento propiamente exocftico que ocurre

en otros sistemas; por ejemplo, en el cuyo, desde el
hinchamiento del acrosoma hasta su desaparici6n trans-
curren de 3 a 6 min (Yanagimachi y Usui, 1974)

La liberaci6bn del contenido acrosomal, constituido por
electrolitos y enzimas, de las cuales se han identificado
las siguientes: Hialuronidasa, acrosina, proacrosina,
esterasas, neuraminidasa, fosfatasas &cidas, fosfolipasa

A, arilsulfatasas, beta-N-acetil-glucosaminidasa, arilami-
dasa, proteinasas §cidas y colagenasas (Stambaugh, 1978).
Al inicio de la liberacibn del contenido acrosomal, se
retiene gran parte de la membrana plasmitica gue cubre al

acrosoma y con ella, a los posibles receptores que se
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propone se unen a la zona pelfcida del 6vulo (Moore y
Bedford, 1983)

La exposicidn de la membrana acrosomal interna, que pre-
senta actividad proteolitica posiblemente debido a
acrosina unida a ella (Morton, 1975)

Refusidén de la membrana plasmitica con el residuo de la
membrana acresomal externa, a nivel de la regi6n ecuato-
rial; la RA estd limitada a la regidén rostral del acrosoma
y progresa caudalmente s6lo hasta el margen anterior del
segmento ecuatorial (Fig, 3), donde ocurre la fusién

de las membranas plasmitica y acrosomal externa residual,
para dar continuidad a la membrana plasmitica del esper-
matozoide. En investigaciones utilizando polimixina B y
filipina se ha mostrado (antibi6ticos que actfian a nivel
de membrana) que, antes del inicio de la RA, el plasmalema
rostral espermftico es rico en lipidos anibnicos, consti-
tuyentes que incrementan la fluidez de las membranas y
facilitan la fusif6n de &stas (Bearer y Friend, 1981)
Reorganizacibn de las particulas intramembranales de la
membrana plasmética, en la regién ecuatorial o en la
postacrosomal, para constituir la zona que reconoceri a la
membfana plasmitica del 6vulo (Fawcett, 1975; Meizel,
1973; Austin y Short, 1982)., Observaciones recientes
(Bedfofd y col., 1979; Moore y Bedford, 1983) de las

primeras etapas de la interaccifn 6vulo-espermatozoide,
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sugieren que la fusibn de los gametos probahlemente

ocurre primero sobre algdn punto del plasmalema espermdtico

dentro de la zona limitada por la regidn ecuatorial y la

regién postacrosomal

Como se ha mencionado, los camhios que le ocurren al esperma-
tozoide, sobre todo a nivel de membranas plasmitica y acrosomal
externa, durante la capacitacién, lo predisponen a sufrir la RA,
pero el origen y la naturaleza de los factores y mecanismos que
especificamente la inician 4rn vive, aun no se han esclarecido
completamente.
Los resultados de investigaciones en varios tipos de células

de mamfferc favorecen la idea de que la fusifn de membranas es
precedida por la formacidn de zonas de bicapa lipida libres de
protefnas intercaladas, debido a su agregacién en otras zonas
{formando parches) (Ahkong y col,, 1975), ésto, en el espermatozoide,
se ha observado en la regifén anterior del acrosoma (Friend y col,,
1977), y particularmente en el limite con el segmento ecuatorial
donde la fusifn de las membranas plasmitica y acrosomal externa es
esencial para la integridad de la célu)a, La movilidad lateral de
las proteinas, podrfa dehberse a cambios en la composicifp lipfdica
de las membranas durante la capacitacién, como la reduccifn local de
colesterol y el aumento de fosfolfpidos (Brackett y Oliphant, 1975;
Davis y col., 1979, 1980), asf como el incremento en la metilacién

de tales fosfolfpidos (Llanos y Meizel, 1983), lo que podria



incrementar la fluidez de las membranas. Parece quc las proteasas
acrosomales nc estéin implicadas en el proceso de la RA, dado que
ésta ocurre en presencia de inhibidores de ellas (Green, 1978;
Perreault y col,, 1982},

En cuanto al Ca+2

, se¢ sabe que es indispensable su presencia en
el medio de incubacifn para que ocurra la RA; pero no hay evidencias
concretas que indiquen que papel exactamente juega. Papahadjopoulos
(1978) propone que tiene una influencia directa en el proceso de la
fusién membranal, actuando directa o indirectamente para producir
desestabilizacién de la bicapa lipidica, Directamente podria in-
ducir una transicién de fase de la membrana, creando dreas de li-
pidos cristalinos y no cristalinos, o sea, regiones inestables

que podrian promover la fusifn de las membranas; este proceso

podrfa ser influenciada, en el espermatozoide, por la accién de
fosfolipasas (Hirao y Yanagimachi, 1978). O bien, la desestabi-
lizacifn de la bicapa lipidica podrfa ser inducida indirectamente,
va sea por la participacifn del complejo Ca-calmodulina y/o de
cinasas de proteinas especificas, La calmodulina, proteina que une

Ca+2

especfficamente, envuelta en procesos regulatorios celulares
mediados por Ca+2 (Means y col,, 1982), también ha sido implicada
en procesos de exocitosis y fusifn membranal ({(Steinhandt y Aldertoen,
1982), ha sido localizada en el espermatozoide del conejo y del
cuyo (Jones y col,, 1980),

Por otra parte, la participaci6n de cinasas de proteinas espe-

cificas, a su vez, puede implicar en el proceso a la adenilato
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ciclasa, al AMPc y a las catecolaminas {Meizel, 1978; Moore y

Bedford, 1983),






Fig. 3.
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Representacidn diagramdtica de fas etapas secucncdales de
La ;caccidn acnosomal en el edpeamatozoide del cuyo. (A)

antes de que se inicie la reaccidn acrosomal; (B)

‘hinchamiento y c¢) fusifn del acrosoma, en multiples sitios,

de las membranas acrosomal externa y plasmitica que la
cubre; (D) liberacién del contenido acrosomal, exposici6n
de la membrana acrosomal interna y refusifn de la membrana
plasmitica con el residuo de la membrana acrosomal exter-
na; (E) la reaccifn acrosomal se ha completado y la regibn
ecuatorial o postacrosomal puede unirse ya al oolema del
6vulo para fusionarse con 81, Sa, segmento anterior del
acrosoma; se, segmento ecuatorial; mai, membrana acrosomal
interna; mae, membrana acrosomal externa; n, ndcleo; mp,

membrana plasmitica.
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ANTEZECEDENTES

Los nuclebtidos ciclicos en el espeamatozoide de Los mamlferos

Componentes del sistema del segundo mensajero en el espermato-
zoide de los mamiferos.

Estd establecido que los espermatozoides de los mamiferos
contienen tanto adenosin-3,5'-monofosfato ciclico (AMPc)/ asi como
guanosin-3',5'-monofosfato c;clico (GMPc), aunque este Gltimo en
menor proporeibn (Gray, 1971; Hoskins y Casillas, 1975; Rogers y
Kopf, 1880); ademis, las enzimas requeridas para la sintesis (adeni-
lato ciclasa y guanilato ciclasa, respectivamente); para la expre-
8i6n fisiolbBgica (cinasas de proteinas dependientes de AMPc y de
GMPc); para su degradacién (fosfodiesterasas de nficleotidos cfcli~
cos); asi como fosfatasas de las protefnas fosforiladas por las
cinasas dependientes del AMPc.

La adenilato ciclasa

Es la enzima que sintetiza AMPc a partir del complejo ATP-Mg;
en el espermatozoide, a diferencia de otras células, la enzima no
es estimulada ni por la toxina del c&lera {(Chang y Boettcher, 1979},

ni por el fluoruro, pero si por el catifn divalente Mn+2

(hasta 50
veces) (Hoskins y Casillas, 1971), Su actividad se encuentra
localizada primariamente en la fraccifn particulada del espermato-
zoide, aunque Herman y col,, (1976} recuperaron al menos 30% del

total de la actividad enzimitica, de espermatozoides de toro, en
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la fracci6n soluble, La adenilato ciclasa se ha demostrado en los
espermatozoides de: humane, erizo de mar (Gray y col., 1976), mono
(Casillas y Hoskins, 1970), hémster (Morton y Albagli, 1973), rata
(Braun y Dods, 1975), toro (Braun, 1975), carnero (Towns y Luke,
1976), cuyo (Hyne y Garbers, 1979), chivo y bfifalo (Chaundhry y Anand,
1975), y cerdo (Berger y Clegg, 1977),

En los espermatozoides de cuyo, la actividad de la adenilato

ciclasa es aumentada por la presencia del Ca+2

y HCOQ, se piensa que
este aumento de la actividad enzimitica es mediado por la calmodulina
(Garbers y Kopf, 1980), En los espermatozoides de hamster, la
adenilato ciclasa es activada durante la incubacitn de los gametos
in vitro (Garbers y Kopf, 1980); y lo mismo sucede en los espermato-
zoides de cuyo (Hyne y Garbers, 1979), ratén (Fraser, 1981; Stein y
Fraser, 1984), y en los de cerdo (Berger y Clegg, 1977).

Se postula que la adenilato ciclasa es un sistema compuesto de
al menos tres proteinas: una cataliftica, que no muestra ningunas
propiedades reguladoras; otra, que une nucleftidos de guanina y
regula la actividad de la protefna catalitica al interaccionar con
ella y con la tercera protefna del sistema, la cual funje como
receptor de la sefial extracelular, La protefna catalftica es la que
se une al complejo Mg-ATP para producir AMPc y Mg-PPi (Ross y
Gilman; Hildebrandt y col,, 1984),

Fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos

Estas enzimas inicialmente fueron descritas por Gray y col.,
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(1976), gquienes demostraron que los nuclebtidos ciclicos eran
degradados tanto en el espermatozoide de humano como en los de
erizo de mar, aunque su presencia ya se habia inferido por estudios
con inhibidores (papaverina, cafeina, metilxantinas) y activadores
(imidazol, AMPc externo) de las mismas (Casillas y col,, 1970;
Garbers y col., 1971). Existen varias formas isoenziﬁaticas de las
fosfodiesterasas de nucleftidos ciclicos, detectadas tanto por téc-
nicas de separacién protéica (cromatograf;a de intercambio i6nico,
perfiles de filtracifn en gel, etc.), asi como por su especifi-
cidad de substrato (Garbers y Kopf, 1980; Tash y Means, 1983),

En el espermatozoide de mémifero, estas enzimas no' parecen
requerir del complejo Ca+2-ca1modulina para su activacién; aunque,
Wasco y Orr (1984}, encontraron una fosfodiesterasa de nuclebtides
ciclicos dependientes de Ca+2-calmodulina, asociada con la cabeza
y con el flagelo de espermatozoides desmembranados, obtenidos de
la cauda de epididimo de rata.

La actividad de fosfodiesterasa de GMPc, en el espermatozoide,
se encuentra principalmente en la fracciéh particulada, mientras que
la de AMPc estd distribuida entre las fracciones partﬁculada y
soluble (Garbers y Kopf, 1980; Bhatnagar y Anand, 1982; Tash y Means,
1983). La actividad de fosfodiesterasa de nucleStidos ciclicos se
encuentra distribuida tanto en cabeza (50% de la actividad total),
pieza media, asi como en el flagelo'(Bhatnagar y Anand, 1982),

Cinasas de proteinas dependientes de AMPc,

En las células eucaribticas la dnica accifn conocida del AMPc



es la activacién de cinasas de proteinas dependientes de este
nucle6tido (Rosen y col,, 1975)., Estas enzimas se han encontrado
en espermatozoides de varias especies de mamiferos (Garbers y col.,
1973; Hoskins y col,, 1972, 1974: Lee e Iverson, 1975), y represen-
tan una proporcifn significativa de las proteinas espermiticas.

Los substratos endfgenos especificos de ellas (proteinas espe~
cificamente fosforilables por cinasas dependientes de AMPc), se han
" encontrado en el citoplasma de espermatozoides de bovino (Brandt y
Hoskins, 1980), en espermatozoides intactos de humano (Huacuja y col.
1977), y de rata (Chulavatnatol y col,, 1982), en solubilizados de
espermatozoides de perro (Tash y Means, 1982; Tash y col,, 1984), y
en membrana plasmitica de espermatozoides del epididimo de bovino
(Noland y col., 1984) y del espermatozoide eyaculado de perro
{(Tash y col., 1984).

Las cinasas de proteinas dependientes de AMPc existen en dos
formas isoenzim?ticas principalmente, denominadas tipo-~I y tipo-II,
resueltas por cromatograffa en DEARE~celulosa (Hoskins y col,, 1971}.
Ambas isoenzimas estén constituidas por dos subunidades: la regula-
dora, que se une al AMP¢, y la catalitica, gue se activa al
disociarse de la requladora para fosforilar a la protefna blanco.
Estas isoenzimas se diferencian por su subunidad reguladora, dado que
son diferentes estructuralmente y ademds presentan diferente afinidad

por el AMPc (Steinberg, 1984; Litvin y col,, 1984},
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Usando anticuerpos monoespecificos dirigidos contra la subunidad
catalftica y un segundo anticuerpo marcado con fluoresceina, Tash y
Means (1982) localizaron microsc6picamente a la cipasa de proteinas
tipo~I, tanto en la cabeza como en el flagelo del espermatozoide de
perro. Garbers y Kopf (1980a) encontraron, por cromatografia de
intercambio iénico, que las dos isoenzimas se encuentran en el citosol
del espermatozoide de bovino; mientras que Horowitz y col., (1984),
utilizando marcaje por fotocafinidad con 8-acido AMPc (P32) encon-
traron que la cinasa de proteinas dependiente de AMPc tipo~I esté
asociada predominantemente a la membrana plasmitica del esperma-
tozoide de rata, mientras que la isoenzima tipo~II se encuentra
principalmenée en el citoplasma y en las estructuras resistentes
al detergente Triton X-100,

Fosfatasa de proteinas,

La reaccifn opuesta a la fosforilacidn de las prote;nas es su
desfosforilacifn, catalizada por fosfatasas de protefnas, Niveles
significativos de actividad de una enzima capaz de desfosforilar
proteinés, previamente fosforiladas por cinasa dependientes de AMPc
(fosfatasa proteifca), han sido cuantificados en espermatozoides del
epididimo de bovino y de erizo marino (Tang y Hoskins, 1975; Swarup
y Garbers, 1982), En ambas especies, la enzima estd distribuida
tanto en la fraccién soluble como en la partficulada, de la cabeza y
del flagelo esperm&ticos,

Los mecanismos involucrados en la requlacibn de la actividad de

estas fosfatasas aun no se conocen; aunque, las observaciones de



35

Swarup y Garbers (1982}, de que en el espermatozoide de erizo
marino, la actividad de fosfatasa de proteinas es estimulada por
un factor ovular rico en fucosa, sugieren que no sb6lo la fosfori-
lacibn, sino también la desfosforilacién de proteinas especificas,
asi como el recambio del fosfato proteinico pueden ser importantes
para la funcién espermitica,

En general, el espermatozoide cuenta con tcdos los componentes
del sistema del segundo mensajero (concepto establecido por
Sutherland y col., 1960) que se caracteriza por el primer mensajero,
generalmente una hormona, al interacciopar con su receptor, en la
célula blanco, induce una estimulacién de la adenilato ciclasa
intramembranal, que se traduce en un aumento del nivel intracelular
de AMPe {excepcionalmente ocurre lo contrario), el cual se une con
la unidad reguladora de las cinasas de proteinas dependientes de €1,
para que la unidad catalitica fosforile a la proteina especifica y
&sta desencadene una serie de eventos que conducen a la respuesta
fisioldgica caracteristica de la acci6n hormonal en la célula

especifica (Pastan, 1972),

Funciones espermdticas relacionadas af AMPc

Aungque no se ha identificado afin la sefial (es) primaria que
induce la elevacifn de los niveles intracelulares de AMPc en el
espermatozoide de los mamiferos, s1 se han observado varios
efectos en €1, inducidos por la alteracién de sus niveles de AMPc,

producida tanto por la adicifn al medio de incubacifén de AMPc o
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andlogos de éste mds permeables (dibutiril-AMPc, 8-AMPc), asf

como por la utilizaciﬁn de inhibidores de la fosfodiesterasa del
AMPc (efectos) que son similares a eventos fisiolSgicos observados
en condiciones naturales en el espermatozoide.

Las funciones espermdticas asociad;s con cambios en el conte-
nido de AMPc intracelular gque se han descrito son:

1. la maduraci6n de los espermatozoides en el epididimo

2. la movilidad espermética

3. el metabolismo espermdtico

4. la capacitacién

5. la reaccifn acrosomal

La maduracifn de los espermatozoides en el epididimo.

Hoskins y col, (1974}, demostraron que las concentraciones de
AMPc de los espermatozoides de bovino se incrementan durante el paso
de los gametos de la cabeza a la cuada del epididimo; Amann y col,
(1982) encontraron los mismos resultados en carnero. Por otra parte,
se ha sugerido que el AMPc es uno de los factoxes requeridos por el
espermatozoide para que pueda adquirir la capacidad de moverse en
forma progresiva (Hoskins y col., 1974; Garbers y Kopf; 1980;

Amann y col., 1982; Tash y col,, 1982, 1984; Noland y col., 1984).

Morisawa y Okuno {1982) sugieren que‘el AMPc induce la maduracién
del axonema espermitico de trucha para que el gameto pueda iniciar
su movilidad; asi mismo, Treeptipsatit y Chulavatnatol (1982)
utilizando espermatozoides de epididimo de rata, encontraron que
el aparato m6vil espermitico es funcionalmente sensible al ATP y

al AMPc. Estos resultados sugieren que el AMPc se requiere para



37

la maduraci6n de los gametos en el epididimo.

La movilidad espermitica,

La participacién del AMPc en la regqulacién de la movilidad de
los espermatozoides maduros ha sido bien estudiada., Garbers y col.
(1971) indicaron que la movilidad de los espermatozoides de la
cauda del epididimo es estimulada por varios inhibidores de fosfo-
diesterasas de nucledtidos ciclicos, Estudios subsecuentes han
demostrado efectos estimulatorios similares tanto por inhibidores de
fosfodiesterasas como por andlogos del AMPc, en espermatozoides de
la cauda del epididimo o eyaculados de varias especies de mamiferos
(Garbers y Kopf, 1980; Bellvé y O'Brien, 1983; Tash y Means, 1983;
Jiang y col., 1984},

Aparentemente tanto la intensidad de la movilidad (evaluada por
criterios subjetivos o por determinaciones m&s cuantitativas tales
como la frecuencia de agitacibn del flagelo), como el nfimero de
espermatozoides m@viles son aumentados por estos tratamientos
{Lindeman, 1978; Tash y Means, 1982; Treetipsatit y Chulavatnatol,
1982; Yeung, 1984).

Aunque se ha sugerido que el AMPc puede actuar directamente en
el aparato m6vil para estimular la movilidad esverm8tica {(Lindeman,
1978; Tash y Means, 1982), el AMPc marcado no se yne al axonema
pero si se asocia a componentes de peso molecular elevado en el
citosol (Lindeman y col,, 1981), Hay evidencias que indican que la

accisn del AMPc en la regulacifn de la movilidad espermitica es via
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fosforilacibn de proteinas especificas (Tash y Means, 1983; Tash y
col.,, 1984; Noland y col,, 1984; Horowitz y col., 1984); no obstante
que Tash y Means (1982) identificaron a la subunidad alfa de tubulina
como la proteina fosforilada por cinasas de proteinas dependientes
de AMPc, en espermatozoides eyaculados de perro, aup no se ha
aclarado si la fosforilacifn del axonema estd verdaderamente
implicada en la regulacibén de la movilidad del espermatozoide via
AMPc,

Por otra parte, es posible gue las proteinas fosforiladas por
cinasas dependientes de AMPc, tanto en membrana plasmdtica como en
citosol, participen en mecanismos que regulan la movilidad espermé-
tica (Noland y col., 1984; Yeung, 1984),

El metabolismo espermitico,

Los espermatozoides de mamifero poseen una via glucolftica
activa (Mann y Lutwak~Mann, 1981), y pueden mantener su viabilidad
en presencia de substratos glucolisables, bajo condiciones tanto
aer6bicas como anaerfbicas, Los espermatozoides de varias especies
de mamiferos utilizan fosfolipidos (plasmal8genos), como substratos
endfgenos secundarios para obtener energia (Garbers y Kopf, 1980;
Mann y Lutwak-Mann, 1981; Storey y Keyhani, 1974; Takei y col.,
1984); los fosfolipidos no sirven como substrato celular directo
para su oxidacifn por la mitocondria, deben ser hidrolizades a

'&cidos grasos libres y después convertidos a &éstexes de carnitina,

los cuales si{ son substratos directos para la beta-oxidacibn
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mitocondrial (Storey y Keyhani, 1974).

El glucbgeno estd en muy bajas concentraciones, o no existe
en los espermatozoides, y no hay evidencias de que contengan una
via gluconeogénica activa; la glucosa es utilizada preferentemente
como substrato, aunque en plasma seminal la fuente de energia
exbgena primaria, que utilizan, sea la fructosa (Mann y Lutwak-Mann,
1981).

Los espermatozoides de mamifero tambi&n utilizan una variedad
de aminodcidos para la produccibén de energfa; oxidativamente los
desaminan; y contienen actividad de transaminasa; la oxidacifn de
amino§cidos parece ser limitada y no se acompafia de aumento subs-
tancial en la velocidad respiratoria.

En el espermatozoide maduro, las vias metab6licas biosintéticas
estédn esencialmente ausentes aunque se ha comunicado la incorpora-
cién, relativamente baja, de aminodcidos marcados a proteinas
mitocondriales (Preckumar y Bhargava, 1972; MGijica, 1979); asi
mismo, se ha seflalado la sintesis de RNA y la actividad de RNA-
polimerasa, tanto en la regién nuclear como en la mitocondrial
{Garbers y Kopf, 1980). El ATP espermitico es sintetizado como
en otras células, y se utiliza principalmente para el transporte
de iones y la movilidad celular (Mann y Lutwak-Mann, 1981},

En presencia de substratos exfgenos, la respiracibn de los
espermatozoides de mamifero puede ser estimulada por inhibidores

de fosfodiesterasas de nucleftidos ciclicos, AMPc exfgeno, ©
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dibutiril-AMPc (Garbers y col.,, 1971; Hicks y col., 1972; Li,
1972). Las concentraciones de ATP disminuyen tiarcadamente en
respuesta a las metilxantinas o AMPc ex6geno (Garbers y col.,
1971; Frenkel y col., 1973), Asf mismo, los inhibidores de
fosfodiesterasas, el AMPc o sus anilogos estimulan la glucblisis
espermdtica (Frenkel y col., 1973; Hoskins y col., 1973).

Hasta ahora, no se ha aclarade si esta estimulacién del metabo-
lismo espermitico es debida a la estimulacibn primaria de la movi-
lidad a la estimulaciﬁn directa de la actividad de las enzimas
metab6licas, o bien a un efecto dual del AMPc, estimulando tante
metabolismo como movilidad, en forma directa o independiente,

Los datos obtenidos por diferentes laboratorios sugieren que el
AMPc no estimula el metabolismo espermdtico end8geno de lipidos
(Garbers y col,, 1971; Garbers y Kopf, 1980),

La capacitacibn espermitica.

Ver antecedentes especificos,

La reacciQn acrosomal.

Coxrnett y Meizel (1977, 1978) encontraron que los agonistas
alfa=- y beta-adrenérgicos (catecolaminas) estimulan la reaccibn
acrosomal de los espermatozoides de hémster, asi como su habilidad
fertilizante. Aunque no se ha comunicado que los agonistas alfa-
y beta-adrenérgicos tengan algfin efecto en las concentracicnes de
AMpc espermitico (Garbers y Kopf, 1980; Clegg, 1983); Mrsny y

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

También se ha comunicado que el 8-Br-AMPc y otros inhibidores
de fosfodiesterasas aceleran la capacitacibén y/o la aparicibn de la
reaccibn acrosomal de los espermatozoides de cuyo (Hyne y Garbers,
1979). E=n contraste, Rogers y Garcla (1979) mostraron que el
dibutiril-AMPc y varias metilxantinas inhiben la reaccifén acrosomal
de los espermatozoides de cuyo y de hémster, Fraser (1981) encontr6
que el dibutiril-AMPc por si solo, en concentraciones milimolares,
no aumenta la pérdida del acrosoma de los espermatozoides de ratén,
pero que si es requerido para que &sta se presente,

Por otra parte, Mrsny y Meizel (1980) encontraron que cantidades
micromolares de dibutiril-AMPc estimulaban la pérdida del acrosoma
y alteraban el patr6n de movilidad de los espermatozoides de hédmster.
Parece ser que el AMPc s6lo no induce la reaccibn acrosomal, ya que
al adicionar B~Br~AMPc a espermatozoides capacitados, en ug medio
sin Ca+2, &stos no sufren la reaccifn acroscmal (Hyne y Garbers,
1979). Esto sugiere que el AMPc, bajo condiciones determinadas,

puede interrelacionarse con el metabolismo, el Ca+2

y la reaccibn
acrosomal (Garbers y Kopf, 1980},

Los mecanismos especificos por los cuales el AMPc podria
participar en la estimulaci6n de la reaccifn acrosomal aun no se han
esclarecido; Meizel (1978) sugiere que algunas enzimas tipo proteasa,

fosfatasa y fosfolipasa podrian ser modificadas en forma importante

para la induccifn de la reaccifn acrosomal. La polimerizacifn de
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la actina y la formaci6n de microfilamentos también se sugiere que
sean sitios potenciales de accifn del AMPc; Peterson y col., {1378)
describieron la formacibn de microfilamentos, inducida por el

dibutiril-AMPc y el Ca+2

, en el &rea acrosomal del espermatozoide
del cerdo; por otra parte, Stambaugh y Smith (1978) observaron
elementos similares en la membrana acrosomal de los espermatozoides

de conejo y mono,
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

EL AMPe ¢ fa capacditacifn espermdlica

Se ha descrito que ocurre un incremento en la respiracién, la
glucélisis y la movilidad durante el periodo de capacitacibn de los
espermatozoides, También se ha comunicado que los nuclectidos
cfclicos y los inhibidores de la PD, inducen efectos estimulantes
en los mismos procesos., De &sto se ha sugerido la participaci6n
de los nucleStidos cliclicos en el proceso de la capacitacibn (Rogers
y col., 1971; Hicks y col., 1972; Hoskins, 1973; Hoskins y col.,
1975},

Por otra parte, s88lo los espermatozoides que han sufride la RA
son capaces de fertilizar al &vulo, y sblo los espermatozoides
capacitados pueden sufrir la RA. A su vez, se ha encontrado un
efecto positivo del AMPc sobre la presentacifén de la RA y la
adquisicién de la habilidad fertilizante de los espermatozoides de
varias especies de mamfferos: cerdo, conejo, cuyo, himster, humano,
primate, rata, rat8n, toro y otras (Rosado y col., 1974; Toyoda y
Chang, 1974; Peterson y col., 1978, 1979; Fraser, 1979, 1981; Hyne y
Garbers, 1979; Mrsny y Meizel, 1980; Perreault y Rogers, 1982; Chan
y col., 1983), En base a ello, los diversos investigadores, han
sugerido que el efecto positivo del AMPc ex6geno, sus an&logos
(Dibutiril-AMPc, 8-Br-AMPc) y de los inhibidores de la PD, sobre los

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

Sin embargo, en la literatura encontramos resultados contra-
dictorios, Asfi, Rogers y Garcfa (1979) muestran que si al medio de
incubacién de los espermatozoides se les afiade dibutiril-AMPc o un
inhibidor de PD, la presentacién de la RA Yy la adquisicipn de la
habilidad fertilizante se inhiben, tanto en los espermatozoides de
cuyo como en los de h&mster, y sugirieron que el AMPc podria estar
inhibiendo la capacitacibn espermatica. Asf mismo, Rogers y Garcla
{1979) encontraron que por la presencia de imidazol (activador de
PD} en el medio de incubacibn, la proporcifn de los espermatozoides
que sufren la RA es aumentada significativamente; y, sugirieron que
la reduccibn del nivel de AMPc intraespermitico podrfa ser una parte
de los mecanismos de la capacitacién, de la RA o de ambas.

Los datos que sefialan, en una forma un tanto més directa, la
posible participaci@n del AMPc en el proceso de capacitaci6n son los
de Morton y Albagli (1973), Berger y Clegg (1977, 1983) y los de
Stein y Fraser (1984), quienes trabajando con espermatozoides de
h&mster, cerdo y ratén (respectivamente), encontraron que: bajo
condiciones tanto 4in vivo como in vitre, que producen espermatozoides
capacitados; la actividad de la adenilato ciclasa se incrementa, lo
que sugiere que existe una mayor disponibilidad de AMPc durante la
capacitacién.

Para valorar la funcifn del AMPc en la capacitacifn esperm&tica,

la técnica més utilizada ha sido la de adicionar AMPc, anflogos de
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éste m&s permeables, o bien inhibidores de PD, al medio de incuba-
cién de los gametos y después determinar alglin pardmetro indicativo
de la capacitacidn de los mismos, como la RA o la fertilizacién.
S8lo algunos autores han determinado los niveles de AMPc intra-
espermdtico, durante la capacitacidn (Cascieri y col,, 1976; Hyne y
Garbers, 1979; Perreault y Rogers, 1982; Stein y Fraser, 1984), de
ellos Hyne y Garbers (1979) y Moreno {1985) han sido los Qnicos
autores, que encontramos, que lo han hecho en los espermatozoides
de cuyo.

Hyne y Garbers (1979) observaron un incremento substancial y
transitorio de los niveles intracelulares del nucledtido ciclico,
dentro de los primeros 30 seg de iniciada la incubacibn de los
gametos en un medio con Ca+2. ‘Mientras que, en ausencia del catifn
divalente, el contenido de AMPc s6lo se increment6 en baja propor-
cibn al tiempo senalado. En el trabajo de Hyne y Garbers (1979) se
puede notar que aun cuando se presenta una elevacibn del contenido
intracelular de AMPc, a los 30 seg de incubacifn de los espermato-
zoides en el medio minimo de cultivo, los gametos requirieron de 1.0
a 1.5 horas para capacitarse en presencia de Ca+2, mientras gue en
su ausencia, con una menor elevacidén inicial del nivel intra-
espermitico de AMPc, s6lo requirieron de 0.5 a 1.0 horas. 8in
embargo, cuando al medio de incubacifn sin Ca+2 le afiadieron l-metil-
3-isobutilxantina u 8-Br-AMPc, se redujo considerablemente el tiempo

de capacitacifn. Los autores basados en los Gltimos resultados
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sugirieron que el AMPc tenfa up efecto estimulante sobre el proceso
de capawitacifn espermitica. Hay que sefialar que bajo estas Gltimas
condiciones de incubacibn, los espermatozoides estuvieron bajo
condiciones que, probablemente, mantuvieron un nivel elevado de AMPc
durante mis tiempo, situaci6n que no parece ocurrir en condiciones
normales (Perreault y Rogers, 1982; Stein y Fraser, 1984).

Por otra parte, en nuestro laboratorio se han obtenido datos
preliminares en los gue se observa que los espermatozoides de cuyo
preincubados durante periddos cortos (5 min), en el medio de Tyrode;
cuya composicién es semejante a la del medio de Biggers, uno de los
medios utilizados por Hyne y Garbers (1979); expresan la RA al ser
transferidos al medio MCM, lo que sugiere que estos gametos se
capacitan en ese peribdo de preincubacién. Mientras que los gametos
preincubados, durante el mismo perfcdo de tiempo, en MCM, no expresan
la RA, dentro de los primeros 15 min de ser transferidos al medio
MCM.

Hyne y Garbers (1979) concluyeron que el tiempo de capacitacifn
de los espermatozoides de cuyo no dependfa del nivel de AMPc alcan-
zado al inicio de su incubacifn, Dado que los espermatozoides
incubados en el medio de Biggers -que incrementaron su contenido de
AMPc (dentro de los primeros 30 seg) dos veces mis, gue cuando
fueron incubados en MCM,expresaban la RA hasta despu€s de 8 horas
de iniciada la incubacifn, mientras que en el medio MCM la expre-

saban despu8s de una hora de incubacién,
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La aparici6n tardia de la RA de los gametos incubados en el
medio de Biggers, podria atribuirse al efecto propuesto para la
glucosa (MGjica y valdes, 1983), sobre la inhibicifn de la expre-
siﬁn de RA en los espermatozoides capacitados. Mﬁjica y Valdes,
(1983}, muestran que los espermatozoides de cuyo se capacitan en
el medio de Tyrode, adicionado de glucosa, en s§lo 90 min de incu-
bacién. Tomando estos datos en conjunto, consideramos que las
condiciones utilizadas por Hyne y Garbers (1979), para analizar la
capacitacién espermitica, pudieron no ser las adecuadas.

Moreno (1985) determind que el contenido de AMPc intracelular,
se eleva transitoriamente al inicio de la incubacién (30 seg) de los
espermatozoides de cuyo en el medio MCM; dato que concuerda con las
observaciones de Hyne y Garbers (1979). Ademds, encontr§ que por la
presencia de glucosa en el medio de incubacibn, los espermatozoides
producen un nivel de AMPc significativamente mayor, que el observado
en los espermatozoides incubados en el medio sin el carbohidrato.
Asi mismo, observ§ que el contenido de AMPc intraespermdtico cae a
un nivel cercano al basal y permanece esencialmente constante
durante los siguientes 30 min de incubacifn, tanto en el medio MCM
solo como en el MCM adicionado de glucosa.

Concretando: La glucosa induce un incremento inicial de AMPc
intraespermatico mayor (Moreno, 1985); el medio de Tyrode adicionado
de glucosa es un medio Sptimo para la capacitacifn tetiprana de los

espermatozoides de cuyo (MGjica y Valdes, 1983); por otra parte, a
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excepcibn del incremento de AMPc al inicio de la incubaciéﬁ .capa-
citante (Hyne y Garbers, 1979; Moreno, 1985), la copcentracifn de
AMPc intraespermitico permanece esencialmente constante durante el
perfodo de la capacitacién (Hyne y, Garbers, 1979; Perreault y
Rogers, 1982; Stein y Fraser, 1984; Moreno, 1985),

Las observaciones gque citamos podrian sugerir que el contenido
inicial de AMPc de los espermatozoides influye en la duracién de la
capacitacibén de los mismos; a su vez nos permiten plantearnos el

objetivo del presente trabajo,
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OBJETIVO

Determinar si existe alguna relaci6n entre el contenido de AMPc
intraespermitico, que se alcanza al inicio de la incubacifn y la
capacitacién del espermatozoide de cuyo.

Para llevar a cabo éste, se fijaron los siguientes objetivos
particulares:

1. Determinar el contenido basal de AMPc de los espermatozoides

de cuyo

2. Determinar el contenido de AMPc intracelular al inicio de

)
la incubaci6n de los gametos en los medigs capacitantes
seleccionados |

3. Incubar a los espermatoéoides en varios medios definidos,

durante 5 min y transferir inmediatamente después al medio
minimo de cultivo, para valorar la expresién de la réaccién
acrosomal como criteric indicativo de la capacitacibn

4. Relacionar el contenido de AMPc intraespermitico, encontrado

al inicio de la incubacién, con el tiempo de capacitacién

y el comportamiento de los espermatozoides
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MATERIAL ¥ METODOS

Reactivod

Los reactivos utilizados en el presente trabajo que se describen
a continuaéién fueroﬂ de grado analftico y se obtuvieron de las
casas comerciales que se indican: acetona, citrato de sodio, dextrosa,
formaldehido, sal dis6dica del &cido etilendiaminotreacético (EDTA),
HPO, e

2 4
NaOH de J.T. Baker de México; 8cido l&ctico, bromuro de cetil

CaCl,, HCl, KCl, KH,PO,, MgCl,, NaCl, NaHCO,, NaH,PO,, Na

trimetil amonio (CTAB), 2-desoxi-D~glucosa, 6,7-dimetoxi-~ '
veratrilisoquinolina (papaverina), DL-ditiotreitol (DTT), imidazol,
piruvato de sodio, trizma-base y trizma-HCl, de Sigma Chemical Co.,
U.S.A.; lauril sulfato de sodio {SDS), de BDH Chemical Ltd.,
England; Triton X-~100, de BDH Chemical Ltd., U.S.A.; pentobarbital
s&dico {Anestesal), de Smith Kline de M&xico; sacarosa, de Schwarz/
Mann, U.S.A.; bromuro de Cellex-T de Bio-Rad Lab., U.S.A.; juego de
reactivos para la determinacibn de AMP cIc}ico, de Amersham

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

U.S.A.

Medios de L{ncubacibn

Los medios base de incubacifén que fueron utilizados en el
presente trabajo se muestran en la tabla 1.

En los experimentos disefiados para inducir niveles bajos de

AMPc intraespermiticos, se utilizé el medio de incubacifén MCM
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(base) adicionado de: sacarosa (210,16 mM y 204,60 mM), paxa '
substituir al NaCl, en MCM-base y en MCM~glucosa, respectivamente:
(Moreno, 1985); imidazol (7,0 mM) {Rogers y Garcia, 1979); citrato
de sodio (10.0 mM) {Haesungcharerm y Chulavatnatol, 1978); o,
2-desoxi~D~glucosa (5.56 mM) (Mijica y Moreno, comunicaci§n

personal),
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TABLA 1

MEDIOS DE INCUBACION

Medio

Referencia

Composicién*

Ni-lCl-N-’:IX-ICO"3

NaCl-NaHC03~EDTA

MCM

TYRODE

Moreno (1985)

Barros (1974)

Rogers y Yanagimachi

(1975)

NaCl, 128,93; Nalma, 25,07
NaCl, 128.93; NaH(O,, 25.07;
EDTA, 0,0123

NaCl, 105,087 CaCl,, 1.71;
NalDO3, 25.07; piruvato de
sodio 0.25; Scido l&ctico, 20.0
NaCl, 122,29; KC1, 2,8; CaCl
1.8; Nai,PO,, 0.36; MgCl,,
0.49; NaH003, 11.9; piruvato

2[

de sodio, 0.25; 4cido lictico,
20,0

*La concentracién de los componentes esta dada en mM. El pH de los
medios se ajustS, con NaOH y HC1 2.0 M, a 7.8; el del Tyrode a 7.6
**Todos los medios de incubacién se ensayaron solos y adicionados
de glucosa (5.58 mM) y/o papaverina (5.0 uM), Para mantener la
osmolaridad en ellos, el equivalente de la concentracifn de las
especies iSnicas adicionadas se rest6 de la concentraci6n de NaCl
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Obtencdidn de Los esdpermatozoides

Las muestras espermiticas fueron obtenidas de los conductos
deferentes de cuyos (Cavia porceffa) adultos, en un peso no menor
de 650 g. Cada cuyo fue apestesiado por la administracifn, via
intraperitoneal, de 50 mg de pentobarbital s6dico por kg de peso.
Ya anestesiados, se les rasurf la parte abdominal, desde la Gltima
costilla hasta la bolsa escrotdlica; a continuacibn se les practicd
una incisién cefalopodal, en la lfnea sagital, hasta alcanzar la
cavidad visceral, Localizados los testiculos, se procedid a elimi-
nar los ligamentos que los mantienen unidos a la regién pftibica;
cortando el mlsculo gobernaculum, que estd unido a la cola del
epididimo, asi como el mlsculo mesentérico y el cuerpo graso, en su
porci6én mis alejada del testficulo, y extrayendo cada testfculo, se
logré descubrir completamente a los conductos deferentes. Uniendo
ambos testiculos, tensando los conductos deferentes y pinz&ndolos,
se cortaron ambos conductos en la porcién mis préxima a su unién
con la vesicula semipal, Cada conducto fue ligado por el lado
proximal al extremo pinzado y enseguida fue colocado en solucién
salina fisiol6gica (NaCl 154 mM), mantenida a 37°C en un bafio de
agua. Posteriormente, se disecd cada conducto deferente, cuidando
de no permitir ni su desecacibn ni su enfriamiento, dé&ndoles barlios
espaciados en la solucifén salina fisiolégica (37 °C). Una vez
limpios, a cada conducto se le practic6 una incisién, muy cerca del
extremo ligado, por la cual se le introdujo una c8nula; después de

cortar el extremo opuesto del conducto, en la unifdn con la cabeza
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del epididimo., Los espermatozoides se expulsaron fuera del con-
ducto por la inyeccibn de 2 ml de solucibépn de NaCl 154 mM (a 37 °C),
por medio de la cdnula; la suspensifn espermitica se coloc§ en un
tubo de ensayo {de vidrio), previamente calentado a 37 °C en el
bafio de agua, Las muestras espermiticas se colocaron en el bafo de

agua a 37 °C y bajo atmésfera de aire hasta el lavado de los gametos.

Lavado de Lo4 espeamatozoides

De las suspensiones espermiticas recién extraidas, se tomaron
muestras alficuotas y se observaron al microscopio de luz (Carl
Zeiss, Mod. Docuval; Germany), para seleccionar a aquellas utiliza-
bles para los ensayﬁs. Solamente se estudiaron las muestras esper-
miticas que presentaron gametos con buena movilidad, formando
empalizadas; y con un escaso ntmero de espermatozoides muertos
(con y sin acrosoma inmSviles), ademds de una contaminacién baja
por otro tipo de cglulas (menos del 0.1%). Ias muestras seleccio-
nadas se centrifugaron a 600 x g durante 4 min (ROTO-UNI II,
Ultracom), a temperatura ambiente, Se les retiré el liquido sobre-
nadante y, a la pastilla celular de cada conducto se le resuspendi6
en 1 ml de solucién salina a 37 °C, Todas las suspensiones esperm&-
ticas se mezclaron. La suspensién celular resultante se centrifug6
nuevamente, en las condiciones arriba sefialadas. Se desechd el
sobrenadante y, la pastilla celular fue resuspendida utilizando 1 ml
de solucién salina a 37 °C por espermatozdides provenientes de cada

conducto deferente utilizado. De esta suspensifn se tom# una
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muestra alfcuota para determinar su concentraci6n espermética, como

se describe a continuacifn.

Determinacibn de La concentraciln eqpeamdtica

Para determinar la concentracién de espermatozoides, se tom6
una muestra alfcuota de 50 pl de la suspensi6n de gametos lavados
v se diluy8 21 veces en una solucibén de Triton X-100 al 0.1% en
PBS (PBS: NaZHPO4, 5.68 mM; KH2P04, 4,26 mM; NaCl, 132.44 mM). La
suspensién resultante se mezcld utilizando un v8rtex (Lab~Line
Instruments Inc., U.S.A.)., El nfimero de espermatozoides se deter-
mind utilizando una cdmara Neubauer, La concentracién espermltica,
en la suspenﬁidn celular original, se valor6 por medio de la

relacién:

NxD ; 1000 _ ECM
donde;
N = nfimero de espermatozoides en 0,1 mm3 de la cdmara de
Neubauer
D = dilucién de la muestra {21)
H = altura de la cimara de Neubauer (0,1 mm)
ZCM = nfimero de espermatozoides en 1.0 cm3

Incubacidn de Los edpermatozoidey
La suspensién de espermatozoides lavados se fraccioné en tubos

de ensayo (de vidrio) precalentados a 37 °C. El1 volumen de las
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fracciones varié de 1.0 a 2.0 ml, dependiendo del ndmero de
espermatozoides obtenidos en la muestra total y de las copdiciones '
de cada experimento en particular, Cada fraccibén de suspensifn
espermitica se centrifugé a 600 x g durante 4 min, a temperatura
ambiente, Los sobrenadantes fueron desechados y, cada pastilla
espermitica fue resuspendida en el medio de incubacibn apropiado
(segfin el experimento a realizar), en un volumen suficiente para
obtener una concentraci6n final de 35 x 106 células por ml de medio
de incubacién, La incubacifn de los gametos se realizé en bafio de
agua a 37 °C v bajo atm6sfera de aire. A los 15 y 30 seg de ini-
ciada la incubacibn se tomaron muestras alfcuotas, de cada suspen-
sién espermética, para determinar el contenido de AMPc intracelular,
como se indicard posteriormente. A diversos tiempos de incubacifn

se observaron al microscopio de luz (de 80 a 300 X) pequeiias muestras
alicuotas, para valorar el comportamiento y viabilidad de los gametos

incubados,

Vakoracibn de La capacitacifn y La reacceidn acrodomal espermdticas
Para determinar si los espermatozoides incubados en un medio
dado se capacitaban en un perfodo de 5, 30 y 60 min., muestras
alicuotas de 0.3 a 0.5 ml Qe cada una de las suspensiones esperm&-
ticas incubadas se tomaron a los tiempos sefialados, para valorar la
capacitacién por la presentacifn de la RA (MGjica y Valdés, 1983).
Para ello cada muestra alfcuota fue centrifugada a 600 x g durante

4 min a temperatura ambiente y, el sobrenadante de cada muestra fue



substituido por un volumen sinfilar de medio de incubacién MCM (a

37 °C). Al proceso de substituir e! medio de incubaci6n original
de cada muestra espermitica por MCM fresco, se le denomind como
"transferencia" y, a las muestras asi tratadas se denominaron

como “"muestras transferidas", Los espermatozoides resuspendidos en
MCM fueron regresados inmediatamente al bafio de agua a 37 °C, La
presentacién de la RA se valord dentro de los primeros 15 min de
iniciada la transferencia de los gametos.

La RA se valor6 tanto cualitativa como cuantitativamente. ILa
determinacién cualitativa se realizb por observacidn al microscopio :
de luz, en pequeflas muestras alfquotas, la presencia de espermato-
zoides sin acrosoma, muy activos en su movimiento y con una agita-
ci6n vigorosa, en forma de l4tigo, de su flagelo (Yanagimachi y Usui,
1974). La valoracibfn cuantitativa de la RA se realiz6 determinando
el porcentaje de espermatozoides carentes de acrosoma, en muestras
alfcuotas de 50 ul fijadas en formaldehido al 3,0% en PBS, tanto al
inicio de la transferencia a MCM (to) como a los 15 min de transcu-
rrida (tls). El porcentaje de RA de cada muestra fijada se determinS
por el conteo de no menos de 200 gametos, en una cdmara de Neubauer,

utilizando la relacifn:

_ _ESA
% RA = g x 100

donde: ¢ RA = por ciento de reacciln acrosomal, de cada muestra
fijada (to o] tls)

ESA = nfimero de espermatozoides sin acrosoma



58

NTE = nlmero total de espermatozoides ceontados

El porcentaje de RA de cada muestra experimental correspondi6

a la diferencia:
% RAtls - % RAto

Determinacidn de contendido de AMPe inthaesdpermbtico

Para valorar el contenido de AMPc intracelular alcanzado por
los espermatozoides al inicio de la incubacifn, se extrajeron
muestras alfcuotas de 0.9 ml, de cada suspensibn espermitica, a
los 15 y 30 seg de iniciada la incubacifn en los diferentes medios
ensayados, Cada muestra extraida se colectS en un microtubo de
ensayo Eppendorf (Brinkman Instruments, Inc., U.S.A.}, y a los
tiempos sefialados se congeld en un bafic de hielo seco-acetona (-70°C).
A cada muestra congelada se le anadieron (0.1 ml de un amortiguador
compuesto por trizma 200 mM~EDTA 40 mM, pH 7.6, Para liberar el
contenido intracelular de los gametos congelados, las muestras
fueron sometidas a cinco ciclos de congelamiento-descongelamiento,
rdpidos, utilizando el bafio de hielo seco-acetona y un bafio de agua
a epullici6bn, respectivamente, Las suspensiones resultantes fueron
centrifugadas a 12 000 x g en una microcentrffuga (Centrifuge 5412,
mod. Eppendorf; Eppendorf Ger&tebau Netheler + Hinz GmbH, W.G.),
durante 10 min, a temperatura ambiente, Del sobrenadante de cada
muestra se retiraron 0.9 ml y se colocaron en un miérotubo de

ensayo Eppendorf que fue congelado en el hafno de hielo seco-acetona;
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estas muestras fueron liofilizadas (liofilizadora virtis, The
Vvirtis Co., Inc., U.S,A.), y se almacenaron a 4 °C hasta determinar
su contenido de AMPc. La pastilla celular se procesé, como se
indicar4 después, para cuantificar el nlimero de espermatozoides por
su absorbancia a 260 nm,

Las muestras liofilizadas se reconstituyeron con 200 ul de un
amortiguador compuestc por trizma 20 mM~EDTA 4 mM, pH 7.6, en el
mismo microtubo de ensayo. Las muestras control (medio de incuba-
ci6n sin cé@lulas) se procesaron de la misma manera. El AMPc se
cuantific6 por duplicado, en 50 pl de cada muestra reconstituida,
utilizando el sistema de an&lisis de Amersham, modificado por
Pollard y Weingrand (1976), para AMPc en extractos crudos. Este
sistema de andlisis se basa en la competencia entre BMPc no marcado
(de la muestra analizada o de un esténdar externo) y una cantidad
fija del mismo compuesto marcado con tritio({8—3H] adenosin
3,5-monofosfato ciclico), para unirse a una proteina, la cual tiene
una elevada especificidad y afinidad por el AaMPc. La cantidad
formada del complejo proteina~(8~3H)AMPc es inversa a la cantidad de
AMPc no marcado presente en la muestra analizada., Este sistema de
anilisis para cuantificar al AMPc proporciona una curva de calibra-
ci6n lineal, con un limite minimo de deteccifn de 0.05 picomolas de
AMPc, y es fitil para cuantificar AMPc en un rango de 0,2 a 16.0
picomolas por muestra (4 a 320 pmol/ml de extracto analizado).

El sistema de an&lisis para AMPc de Amersham involucra la

separacifn del complejo proteina-AMPc (marcado o no), del nucleo-
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tido no unido (marcado o no), por medio de la adsorcidn del
nucle6tido libre en carb6n activado, seguido de centrifugacifn y
recuperacién del sobrenadante. Pollard y Weingrand (1976) modifi-
caron este paso, substituyéndolo por una cromatograffa en bromuro
de Cellex-~T.

El procedimiento general de la determinacifn es como sigue.
De cada muestra reconstituida se tomaron 50 pl, por duplicado, y
se colocaron en microtubos de ensayo Eppendorf, en un bafo de hielo-
agua (0 °C). A cada muestra se le agregaron 50 ul de (8—3H)AMPc
(0.50 uCi), m8s 100 ul de protefina enlazante de AMPc., La mezcla
se homogeneiz6 durante 10 seg en un v6rtex y se mantuvo a 4 °C (sin
sacarse del bafio de hielo-agua), durante dos horas. Una vez alcanza-~
do el equilibrio de la reaccifn, se le agregaron 300 pl de una sus-
pensién de bromuro de Cellex-T al 2% (p/v) en trizma 10 mM, pH 7.4,
a cada una de las mezclas de reaccifén, y se dej6 incubar durante 5
min en el mismo bafio de hielo~agua para proceder a realizar la sepa-
raci6n del AMPc marcado, por medio de una columna de afinidad. E1
contenido de cada microtubo se ensayo se transfirid a una columna de
vidrio (de 19 cm de largo y 0.5 ecm de radio; taller CINVESTAV-IPN),
la cual contenfa un tap8n de fibra de vidrio (Owens~Corning Fiber-
glass Co., U.S,A.), en su extremo inferior, la transferencia de la
muestra a la columna se realizé cuantitativamente mediante el
lavado del microtubo de ensayo con cinco volGmenes de 1 ml de
solucién de trizma 10 mM, pH 7,4, cada vez. Este proceso a su vez permi-
tié el lavado de la columa con la congiguiente eliminacién de varte, del nucles~

tido no unido a la protefna retenida en la resina. Para eliminar todo el nucleftido
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libre se lavt la columna con 5 ml mds del amortiguadox de trizma 10
mM, pH 7.4, los eluatos de los lavados se colectaron en viales para
su eliminacién. EL (8~3H)AMPc formande complejo con la proteina,
retenido en la columna, se elqu con 3 ml de solucién de SDS al
1% (p/v) en agua bidestilada; los eluatos se recolectaron en viales
limpios, A cada eluato se le adicionaron 10 ml de Insta Gel y se
homogeneiz8 perfectamente la mezcla con la ayuda de un vdrtex. La
cantidad de cuentas por minuto {cpm) de cada muestra se determiné
en un contador de centelleo lfquido (TRI~CARB 460C, Liquid
Scintillation System; Packard Instruments, Inc., U.S.,A.). Cada
muestra fue contada dos veces durante 4 min,
En cada determinacifn se incluyb6 una curva patrfn de calibra-
ci6n (Fig. 4), trazada de la siguiente manera. De un esténdar de
AMPc (1600 pmol/ml), se hicieron diluciones en 0.5 ml de trizma 20
mM-EDTA 4 mM, pH 7.6, para obtener las siquientes concentraciones
de AMPc estﬁndar: ¢, 0,25, 0,5, 1,0, 2.0, 4,0, 8,0 y 16,0 pmol/50
ul. De cada dilucién se tomaron 50 pl (por duplicado) y se procesa-
ron como si fueran una muestra comﬁn experimental,
Los cllculos se realizaron de la siguiente manera:
a. Se determin6 el valor promedic de las cuentas por minuto
(cpm) de cada pareja de muestras

b. Se rest6 el valor promedio de cpm del blanco (50 ul de
(8~3H)AMPc; 150 yl de trizma 20 mM-EDTA 4 mM, pH 7.6;
300 pl de bromuro de Cellex~T al 2% (p/v) en trizma 10 mM,

pH 7.4; y procesado normalmente), a cada valor promedio
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de las muestras tanto para determinar, asf el valor real
del promedio de cpm de las muestras, correspondientes a la
curva patrén, como de las problema experimentales. Aquf,
definimos Co como el punto de la curva en el cual se
elimind el AMPc estdndar (obteniéndose con ello, el valor,
en cpm, de la unifn mixima de (B-JH)AMPc con la protefna,
ya que no compite con el AMPc¢ sin marca); y a Cx como el
valor de cpm obtenido en cualquier muestra experimental
incluyendo los puntos de la curva patrdn.

Se calculé el valor d; la relacién Co/Cx, para cada
concentracifén de AMPc estdndar y para las muestras
analizadas,

Se traz6 la curva patrén, graficando la concentracién de
AMPc estédndar en el eje de las abscisas, y el valor de la
relacibn Co/Cx en el eje de las ordenadas.

Interpolando el valor de Co/Cx, de cada muestra analizada,
en la curva patr6n se determind la concentracién de AMPc
en los 50 pl de muestra que se analizaron.

El contenido de AMP¢ en la muestra total (0,9 ml) se
determiné al multiplicar el valor obtenido en (e.) los 50
pl de muestra por la dilueibn (40/9) de la muestra espermé-
tica analizada,

Se relacionf la cantidad de AMPc devcada muestra apalizada
con el nimero de espermatozoides de la misma y se expresé

como: pmolas de AMPc en 1 x 107 espermatozoides,
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12
+ Co/Cx
0 ] ] 1 1
0 4 8 “ 12 16
AMPc {pmolas/tubo)
Fig. 4. Curva estdndar, nepresentativa, de £a deteaminacidn de

AMP cdLeldico. La valoracitn del contenido de AMP¢ de una
muestra dada, se basa, en la competencia entre una can-
tidad fija (16 picomolas/ml, con 0,5 yCi) de AMPc-(8-H’)

y cantidades conocidas de aMPc (0, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8 y
16 picomolas/tubo, denominadas Cx), por unirse a una
proteina de alta afinidad por el nucleb6tido, El valor de
Co indica la unidén mdxima que tiene la protefna con el

AMPc~(8-H3) en ausencia de AMPc sin marca,
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Los datos mostrades en resultados indican, el valor promedio de
las determinaciones de AMPc intraespermitico realizadas a-15y 30
seqg de iniciada la incubacibn de los gametos, en los medios sefiala-

dos.

Cuantdificacidn del ndmeno de espermatozoldes ponr su absorbaneia a
260 nm

Para cuantificar el nfimero de espermatozoides de las muestras
en las cuales se determiné el contenido de AMPc intracelular, se
sigui6 la metodologfa de Mdjica y Moreno (en preparacibn), basada
en la cuantificacién de la absorbancia a 260 nm de las muestras
espermiticas, solubilizadas diferencialmente por el método de
Hern&ndez-Montes y col., (1973},

El procedimiento general es-como sigue:

La pastilla celular obtenida de cada muestra procesada para
determinar el contenido de AMPc intraespermitico (como se indic6
anteriormente), se disgregé utilizando una varilla de vidrio. A
continuaci6n se le agregaron 100 ul de una solucibn de DTT 9 mM
en trizma 50 mM, pH 9. Cada muestra se mezcl6§ con la ayuda de la
varilla de vidrio, la cual al momento de su retiro se lavé con
100 y]l més de la misma solucién de DTT, sobre la muestra. Después
de 20 min, a cada muestra se le adicionaron 100 pl de una solucibn
de CTAB al 5% {p/v) en agua bidestilada, la mezcla resultante se
homogeneiz6 con ayuda de un vbrtex. Despu&s de dejar actuar al

CTAB por un perfiodo de 15 min, cada muestra fue centrifugada a
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15 000 x g durante 10 min, Se desecharon 200 ul del sobrenadante
de cada muestra y, a la fraccién restante se le adicionaron 200
ul de una solucién de SDS al 10% (p/v} en agua bidestilada, y 200
pl de agua bidestilada; después de &sto, cada muestra fue sonicada
durante 1 min a 8 watts (Sonifier Cell Disruptor B-30; Bronson
Sonic Power Co., p.S.A.). De cada muestra sonicada se tomaron
0.4 ml y se mezclaron con 1,6 ml de PBS utilizando un vbrtex. Se
determiné la absorbancia a 260 nm {Spectrophotometer Gilford 250;
Gilford Instruments Lab. Inc¢., U.5.A.), de cada muestra.

Para determinar el nfimerc de espermatozoides, de cada muestra
analizada; el valor de su absorbancia a 260 nm se multiplic6 por
dos {dilucibn realizada), y el valor resultante se interpolé, por
medic de la ecuaci6n de una funcibn lineal (y = mX + a), en la

curva patrén obtenida por R,A, Moreno (1985) Fig, 5,

Pardmeznos estadfsticos

Los resultados obtenidos fueron sometidos a la prueba de "t
de Student para datos no pareados (Spieguel, 1961); se utilizé
la prueba de una cola para darle el valor a la significancia de
los resultados., En la determinacién del contenido de AMPc
intraespermdtico, la curva patr8n se sometid a la prueba de
regresién lineal por el método de minimos cuadrados (Spieguel,
1961), Los resultados expresan el valor de la media aritmBtica
1 1a desviacibn estindar y, entre paréntesis, el nfimero de

experimentos realizados.



D.0.a 260 nm

y6.34 X 1078 + .74 X 1072

r’:0.98
n=48

15
No. de espermatozoides (X 10~6)

30
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Cornelacidn entre La concentracidn de ndcleos espeamdticos
y su absorbancia a 260 nm, Los espermatozoides lavados

en NaCl (154 mM), fueron resuspendidos en MCM {0) o en

MCM con glucosa (@) a una concentracifn de 35 x 106 cé-
lulas por ml, De esta suspensién se tomaron vollmenes
crecientes (de 0.1 a 0,9 ml) a les que se les afladieron

0.1 ml de trizma 200 mM~EDTA 40 mM, pH 7.4, y MCM o MCM

con glucosa, suficiente para completar a 1 ml el volGmen
final de cada muestra. De estas suspensiones se tomaron
50 pl para valorar la concentracifn celular de cada nues-
tra, por medio de la c&mara Neubauer, que se muestra en

el eje de las abscisas. La fraccifn remanente (0.9 ml) fue
tratada con DTT-CTAB y. los nficleos obtenidos fueron solu-
bilizados en SDS y posteriormente se sonicaron, De la so-
lucién final se tomaron muestras alfcuotas de 0.2mly se
diluyeron con 0.8 ml de PBS, para determinar su absorbancia
a 260 nm, La curva se trazd por el método de los minimos
cuadrados. BEl coeficiente de la recta obtenida fue de
0.98, de 48 muestras provenientes de 5 experimentos (Tomada

de Moreno, 1985).
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RESULTADOS
P
Contenido de AMPc en Los espermatozoddes hrecién obtenidos, en Los
Lavados y en Los incubados por un tiempo conto, en NaCl

Los espermatozoides del cuyo estrafdos de los conductos defe-
rentes, lavados e incubados (37°C) en NaCl 154 mM, hasta por una
hora, no se alteran de manera visible ni se capacitan (Valdés, 1981).

La solucif6n de NaCl (154 mM) se utilizé como medio de
incubacién de los gametos, para determinarles su contenido basal de
AMPc. La cuantificacién del nucle6tido se realizé: en los gametos
recién obtenidos, en los lavados una y dos veces, asi como, en los
incubados a 37°C durante: 15, 30y 60 seg y por 2 y 5 min.

La concentracién de AMPc tendfo a disminuir por efecto del
lavado, asi como durante los primeros 15 seg de iniciada la
incubacibén de las células; pero, el AMPc se mantuvo a nivel mds
0 menos estable, desde los 15 seqg hasta 1los 5 min del inicio de la
incubacibén. Este valor de AMPc se denomind "contenido basal" y
no fue significativamente diferente del determinado en los gametos
recién obtenidos, ni del de los espermatozoides lavados una o dos

veces (tabla 2).

Movilidad de £0s espermatozodides, durante su manefo en NaCl
Los espermatozoides al ser extrafdos con NaCl de los conductos
deferentes, inician su movimiento, en forma paulatina, hasta

alcanzar un nivel méximo en los orimeros 5', Posteriormente el



TABLA 2

Variacibn del contenido de AMP intraespermitico a partir de

la extraccibn, el lavado y la incubacifn de las células en

NaCl 154 mM
Condicibn de los AMPC
espermatozoides 7 ,
(picomolas/10° espermatozoides)
" Recién extraidos del epidfdimo 4.41
Lavados (IX) 5.87
Lavados (2X) 3.83
Incubados**
15" 2.69
30" 2,09
1! 1.88
2! 1.55
50w 2,72 - 1,23 (7}

*Este valor se tom& como el contenido basal de AMP, intra-

espermitico, se indica el valor de la media aritmgtica
desviaciBn estindar (nfimero de experimentos)

**Los gametos, extrafdos y lavados (2X), se incu?aton {37°C)
en NaCl 154 mM, a una concentracibn de 35 x 10° espermato-
zoides/ml. Se valor6 el contenido intracelular de AMPC
a los tiempos sefialados, :

69
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movimiento disminuye con cada lavado, llegando a la inmovilidad
total (en la poblaci6n espermitica completa) al cabo de 5-15 min
de inicliada su incubacifn, o sea, 45-50 min a partir de la
extracecibn. Los espermatozoides inmbviles permanecen en agrupa-
ciones caracteristicas, es decir, en empalizadas de mds de 3
espermatozoides o bien &stas unidas cabeza a cabeza, formando

pequeiias rosetas,

Relacdidn entre el contenido de AMPe intracelufar y fa capacdtacidn
espermdtica en MCM o en MCM-glucosa
a) Concentracitn de AMPc al inicio de la incubacidn de los

espermatozoides., Los espermatozoides de cuyo, extraidos
de los conductos deferentes y lavados, como se indica en
M&todos, fueron incubados (37°C) en el medio MCM, o en
MCM adicionado de glucosa 5.56 mM (MCMG). El contenido
intracelular de AMPc aumentd, en forma significativa
fp < 0.001) con respecto al basal (Tablas 2 y 3), tanto a
los 15 seg como a los 30 seg de iniciada la incubacifn en
MCM, y en MCMG.
Los niveles intracelulares de AMPc, cuantificados en los
espermatozoides al inicio de su incubacién (15 y 30 seg)
en el medio MCM, fueron significativamente menores
{p < 0.05), que los alcanzados por los gametos incubados
en el medio MCM adicionado de glucosa (tabla 3), ILa

presencia del carbohidrato en el medio de cultivo estimuld
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aun mis la sintesis de AMPc en el espermatozoide.

Efecto de la incubacifn durante 5 min en el medio MCM y

en MCMG sobre la capacitacién espermdtica.

Los espermatozoides se incubaron por el tiempo y en los
medios antes seilalados y bajo las condiciones indicadas

en M&todos. Al fipalizar el periodo de incubaci6n, las
células se centrifugaron y se transfirieron a MCM, donde se
valor$ la R.A., tanto cualitativa como cuantitativamente,
como medida de la capacitacifn espermética.

Se encontré que 5 min de incubacibn en MFM 0 en MCMG, fue-
ron suficientes para que una pequeiia préporcién de la
poblacifn espermitica expresara la R.A., ésto es, la
presencia de espermatozoides sin acrosoma y con movimiento
activado dentro de los primeros 15 min de ser transferidos
a MCM, La determinacién cuantitativa del nfimero de
espermatozoides capacitados, valorada por el porcentaje

de la poblaci6n espermdtica que sufrié la R.A. (tls-to),
no mostr® diferencia significativa en la proporcifn de
gametos que se capacitaron en uno u otro medio de incuba-
cifn, a pesar de que el contenido intracelular de AMPc

fue mayor en los espermatozoides incubados, en el medio
con el carbohidrato, ‘

Efecto de la incubacifn en MCM y en MCMG sobre la movilidad

espermitica.
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En cada experimento muestras alfcuotas de las diferentes
incubaciones espermiticas fueron retiradas a diferentes
tiempos y observadas al microscopio para valorar el
comportamiento de los gametos a lo largo de la incubacién,
gue se prolongd hasta por un lapso de una hora,

Los espermatozoides incubados en MCM presentaron buena
movilidad desde el inicio de la incubacibn, con una
ondulacibn suave de su flagelo; de su agrupacibn inicial
formando empalizadas de 3 o mis espermatozoides, pasaron a
formar rosetas y grumos de tamafio variable que gradualmente
se disgregaron y, generalmente antes de una hora de in-
cubacibn, el nfmero de gametos nadando solos, con un
movimiento flagelar muy activo {en forma semejante al
movimiento de un 14tigo), con y sin acrosoma, era muy
aparente, tal como lo describieron Yanagimachi y Usui
{1974) , en la presentacibn de la R.A. fisiolégica o "verda-
dera". La presencia de la glucosa en el medio de incuba-
ciQn, cambid el movimiento ondulante del flagelo, de los
espermatozoides incubados en MCM, a un movimiento fren&tico
de vibracién, que se mantuvo desde el inicio de la incuba-
cién y a lo largo de ella y aun lo conservaron los gametos
transferidos al MCM. La glucosa también alteré ligeramente
el patr8n de agrupacibén celular, predominando las

asociaciones espermdticas en forma de grumos de diferente
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tamafio; asi mismo, la presencia del carbohidrato iphibi6
la presentacibén de la R,A. en las muestras control {no *
transferidas a MCM},

Efecto de la papaverina sobre la elevacibn de AMPc y

sobre el comportamiento de los espermatozoides incubados

en MCM y en MCMG.

En los resultados mostrados en la tabla 3 se puede observar
que, la concentracibn intracelular de AMPc, que se alcanzb
al inicio de la incubacién de los espermatozoides de MCMG,
en comparacidn con los niveles en MCM, no tuvo relacién
aparente con la proporcién de gametos capacitados en 5 min
de incubacibn. Por tal motivo, se decidi§ utilizar a un
inhibidor de fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos, la
papaverina, a una concentracién final de 5 uM, para tratar
de dilucidar el posible efecto del AMPc intracelular sobre
el tiempo de capacitacién, al aumentar el nivel del
nuclebtido por retardo en su degradacibn,

El contenido intracelular de AMPc en los espermatozoides
incubados en el medio MCM, se increment6 significativamente
(p < 0.005) por la presencia de la papaverina, dentro de
los primeros 30 seqg de iniciada la incubacibn; lo mismo
ocurrié en los gametos incubados en MCM adicionado de
glucosa y papaverina (p < 0,005}, en relacibn a sus
respectivos controles, No obstante la amplificaci6n del

efecto del medio capacitante, en el nivel intracelular de
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AMPc, inducida por la papaverina, la proporci6n de la
poblacién espermitica que se capacité en 5 min de
incubacifn, tanto en MCM como en MCMG, no fue significati-
vamente diferente de la proporci6n de espermatozoides
capacitados en ausencia del inhibidor indicado; ya que,
el nfimero de gametos que expresaron la R.A. al ser trans-
feridos al MCM, no fue significativamente diferente entre
un nivel dado de AMPc intracelular y otro. Por otra
parte, la presencia de la papaverina, en el medio sin o
con glucosa, indujo una disminucibn en la movilidad
espermdtica, la cual tendi6 a ser menor conforme se
prolongaba la incubacibn, aunque la glucosa sigui6 indu-
ciendo un movimiento de vibracibn y sigui§ inhibiendo la

presentacién de la R.A,

Relacibn entre el contendido de AMPe inthacelular.y La capacitacdén
espermdtica en Tyrode o en Tyrode-glucosa
a) Concentraciﬁn de AMPc al inicio de la incubacidn de los

espermatozoides,
Los espermatozoides de cuyo extralidos de los conductos
deferentes y lavados como se indica en M&todos, e incuba-
dos a 37°C en el medio de Tyrode solc o adicionado de
glucosa, incrementaron su contenido de AMPc intracelular
de manera significativa (p < 0.001, para ambos medios),
con respecto a su contenido basal (Tablas 2 y 4), dentro

de los primeros 30 seg de iniciada su incubacién.



TABLA 3

Relacibn entre el contenido inicial de AMP_ intraespermitico y el
ndmero de espermatozoides que se capacitan en 5 min

de incubacifn en MCM como medio base

Medio de EMp #* R.A We*
incubacién* (picomolas/107 eSpermaCOzoides) ' (t)
+ +
MCM 10.69 - 3.60 (29) 13.6 ~ 4.5 (28)
MCM-glucosa 18.54 ¥ 9.87 ( 8) . 16.9 19,9 (9
MCM-papaverina 52.29 £ 11,01 { 4) 14,6 te.s { 4)
MCM-glucosa-papaQerina 63.81 * 26,77 { 6) 12.8 ¥ 8.4 ( 6)

*Los espermatozoides se incubaron a 37°C en los medios sefialados, a una
concentraci8n de 35 x 106 c&lulas/ml, A concentracifn final de la glucosa
fue de 5.56 mM, y la de la papaverina de 5 uM

**La valoraciBn del AMP_ se realiz6 a los 15 y 30 seg de iniciada la
incubacifn. Tos valores mostrados en la tabla indican 1a media aritmética
de las dos determinaciones * la desviaci6n estfndar, (nfinexo de experimen-
tos).

*%*A los 5 min de iniciada la incubacién de cada medio se tomaron muestras
alfcuotas, se centrifugaron y el paquete celular se resuspendié en MCM
donde se valor6 la R.A, como se indica en M&todos,

SL
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Los niveles intracelulares de AMPc que alcanzaron los
espermatozoides incubados en el medio de Tyrode, al inicio
de la incubacibn, no fueron significativamente diferentes
de los niveles del nuclebtido determinados en los gametos
incubados en el medio de Tyrode, adicionado de glucosa
(Tabla 4); no obstante, existi$ una tendencia a ser mayor
el contenido intraespermitico del nucleStido en los
espermatozoides mantenidos en este Gltimo medio.

Por otra parte, el contenido intracelular de AMPc tendif

a ser menor, aunque no significativamente diferente, en los
espermatozoides incubados en el medio de Tyrode solo o
adicionado de glucosa, que en los gametos incubados en MCM
0 en MCMG (Tablas 3 y 4}.

Efecto de la incubacién durante 5 min en Tyrode y en
Tyrode-glucosa, sobre la capacitacién espermdtica.

Al cuantificar el nfinero de espermatozoides capacitados

en 5 min de incubacipn {como se describi8 en Métodos),
valorando tanto cualitativa como cuantitativamente la
presentacién de la R.A. no se encontr$ diferencia signifi-
cativa entre la proporcién de espermatozoides que se
capacitaron en el medio de Tyrode y en la encontrada en el
medio Tyrode-~glucosa (Tabla 4). Cabe hacer notar, que los
niveles intracelulares de AMPc fueron muy similares en los

espermatozoides incubados en ambos medios.
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Por otra parte, el nfmero de gametos capacitados en Tyrode
solo o con glucosa, fue similar al determinado ep MCM y
MCMG, en periodos cortos de incubaci6n.

Efecto de la incubacién en Tyrode y en Tyrode~glucosa sobre
la movilidad espermitica.

Desde el inicio de la inbubacién en el medio de Tyrode, los
espermatozoides presentaron muy buena movilidad, con una
ondulacibn de su flagelo mds vigorosa que la descrita en
MCM; la formacién de rosetas y grumos de diverso tamafio

(a partir de las empalizadas inicialesg), fue ligeramente
més r?pida que en MCM, La presencia de espermatozoides
sueltos durante la incubacibn en Tyrode, fue similar a la
observada en MCM, mientras que en Tyrode-glucosa fue menor.
La R.A. fisiol6gica,valorada cualitativamente, fue muy
similar a la obtenida en MCM, en el medio de Tyrode, pero
en presencia de glucosa fue inhibida como en MCMG; asi
mismo, la hexosa cambi6 el patrdn, de movimiento y el de
asociaciQn de los gametos, siendo muy similar al sefialado
en MCMG.

Efecto de la papaverina sobre la elevacibn de AMPc y sobre
la capacitaci6n de los espermatozoides incubados en Tyrode
y en Tyrode-glucosa. La papaverina incrementQ significa~
tivamente los niveles intracelulares de AMPc en los

espermatozoides incubados en el medio de Tyrode, tanto en
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ausencia (p < 0.05), como en presencia de glucosa (p <

0.05) (Tabla 4). La adicibn de la papaverina al medio

de Tyrode hizo m§s evidente el efecto estimulatorio de la
glucosa sobre la s;ntesis de AMPc en el espermatozoide.

La proporcién de la poblacibn espermitica que se capacit6
en 5 min de incubacibn en el medio de Tyrode solo o con
glucosa, no fue significativamente diferente de la propor-
cién capacitada en ambos medios adicionados de papaverina,
no obstante el gran nivel de AMPc¢ inducido en los gametos,
sobre todo en presencia de la glucosa.

Al comparar el porcentaje de espermatozoides que presentd
la R,A, por su incubacibn en Tyrode-papaverina y posterior
transferencia a MCM, con el porcentaje determinado en los
espermatozoides incubados en Tyrode-glucosa-papaverina
(Tabla 4), se observa upa mayor capacitacibn en este Gltimo
medio, pero &sto no es concluyente (dado el nfimero de
experimentos) .

La papaverina ipdujo una menor movilidad de los gametos
incubados en ambos medios; as; mismo, indujo un patrén de
agrupacién en el que predomi?aron los grumos de tamafio
Qariado, sin por ello alterar la expresifén de la reaccibn
acrosomal en los espermatozoides incubados en Tyrode; ni la
movilidad caracteristica inducida por la glucosa, Asf
mismo, no alter§ el efecto de la glucosa en la expresién

tardfa de la R.A., en los espermatozoides no transferidos.



TABLA 4

Relacién entre el contenido inicial de AMP intraespermitico y el ndmero
de espermatozoides que se capacitan en 5 min de incubacién

en tyrode como medio base

Medio de RNMP_#% R.A,¥¥¥

incubacién '(picomolas/lo7 espermatozoides) (8)
Tyrode 9.47 ¥ 3,44 (7) 15.8 ¥ 4.3 ¢(5)
Tyrode-glucosa 10.28 ¥ 5,46 (7) 16.3 ¥ 5.9 (7)
Tyrode-papaverina 56.54 (2) 8.1 (2)
Tyrode~glucosa=-papaverina 144.09 (2) 19.9 (2)

*Los espermatozoides se igcubaron a 37°C en los medios sefialados, a una
concentracién de 35 x 10° células/ml. La concentraci6én final de la
glucosa fue de 5.56 mM, y la de la papaverina de 5 uM.

**73 valoraci6bn de AMP_ se realizf a los 15 y 30 seg de iniciada la
incubacifn. Los valores mostrados en la tabla indican la media
aritmética de las dos determinaciones - la desviacién est8&ndar, (nlmero
de experimentos).

**%p los 5 min de iniciada la incubacién se tomaron muestras alfcuctas de
las diferentes suspensiones, y el paquete celular se resuspendif en MCM .
donde se valoro a RA

6L
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Efecto de La carencda de Cafz, en et medio de incubacidn de £os
espermatozodides, sobre su nivel intracelular de AMf’c y el nimero
de gametos que se capacitan en 5 min de incubacifn, en ausencia de
substratos exbgencs y en presencia de glucosa y/o papaverina

Se ha descrito un papel positivo del ca’?

en la produccién
intracelular de AMPc en los espermatozoides de cuyo, mantenidos en
condiciones capacitantes; as; mismo, se ha sefialado un papel posi-
tivo del nucleftido en la capacitacién esperm&tica. Pero, por otra
parte, se ha encontrado que no es esencial la presencia del catién
divalente en el medio de incubacifn para que los espermatozoides se
capaciten. Esta ambiguedad de resultados, nos condujo a probar el

efecto de la carencia de Ca+2

en el medio de incubaciﬁn, sobre la
produccién de AMPc intracelular, con el objeto de obtener més
evidencias sobre el papel del nucle8tido en el proceso de la capa-
citacibn espermética.
a) Contenido de AMPc al inicio de la incubacibtn de los esper-
matozoides en NaCl—HaHCO3 Yy en NaCl-NaHCOa-glucosa.
La incubacién {37°C) de los espermatozoides de cuyo
{como se indica en M&todos), en una solucién de NaCl-NaHCO3
indujo un incremento significativo en su contenido interno
de AMPc, tanto en ausencia (p < 0,001) como en presencia de
glucosa (p < 0,001) con respecto al basal, dentro de los

primeros 30 seg de iniciada la incubacifn {Tablas 2 y 5).

Los niveles intracelulares de AMPc de los gametos incubados
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en el medio NaCl-NaHCO5, no fueron significativamente
diferentes de los encontrados en los espermatozoides
incubados en NaCl-NaHCO, adicionado de glucosa, en perfodos
cortos de incubacifn (15 y 30 seg) (Tabla 5).

Por otra parte, la carencia de Ca+2 en el medio de incuba-
cién no parece afectar la produccién de AMPc en los gametos,
ya que el contenido intracelular del nucleﬁtido fue muy
similar en los espermatozoides incubados, en un medio con
Ca+2 o sin el {comp8rese el nivel intracelular de AMPc de
los espermatozoides incubados en los medios: MCM, Tyrode
y NaCl-NaHCO,; Tablas 3, 4 y 35).

Efecto de la incubaci@n durante 5 min en el medio NaCl~
NaH003 y en Nacl»NaHC034glucosa sobre la capacitaci§n
espermitica.

La incubacitn de los espermatozoides, durante 5 min, en el
medio NaCl-NaHCO3 solo o con glucosa, indujo la capacita-
cién de una pequeiia proporciﬁn de la poblacibn espermatica
(Tabla 5). La presencia de glucosa en el medio no indujo
una diferencia significativa, en el nfimero de gametos
capacitados en relacifn a su controel.

Por otra parte, la poblacién esperm?tica capacitada por
incubacién corta en los medios carentes de Ca+2, no fue
significativamente diferente de la poblacifn celular

capacitada en los medios suplementados con el catifn
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divalente (Tabla 5 vs 3 y 4).

Efecto de la incubacién en NaCl-NaHCO, y en NaCl-NaHCO .-~
glucosa sobre la movilidad espermdtica.

Los espermatozoides incubados en NaCl—NaHCO3 se inmovili-
zaron gradualmente, llegande a la inmovilidad total (de la
poblacién completa) en un perfodoc de 10-15 min de incuba-
cién. Las agrupaciones iniciales, empalizadas de 3 o mds
células, formaron rosetas pequeifias, que no se disgregaron
en el transcurso de la incubacifn y no se cbservd R.A.
fisicl8gica dentro de una hora de incubaci®n (contrecl). La
presenéia de la glucosa alter6 el patrén de movilidad y de
asociacifn de los gametos, en forma similar a la descrita
en MCMG y en Tyrode~glucosa; asf mismo, la hexosa mantuvo
inhibida la R.A. en lasg muestras control (seguidas hasta
por una hora).

Efecto de la papaverina sobre la elevacién de AMPc y sobre
el comportamiento de los gametos incubados en Nacl-NaHCO3
y en NaCl-NaHCOa-glucosa. Como puede verse en la tabla 5,
en la incubacién de los espermatozoides en los medios

carentes de Ca+2

, la adicién de papaverina no les indujo
un mayor aumento en el nivel intracelular de AMPc,
comparado con las niveles determinados en los gametos
incubados, en uno u otro medio sin la papaverina,

El porcentaje de la poblacién espermitica que se capacitd

en 5 min de incubacifn, en el medio NaCl-NaHCOJ—glucosa—



papaverina fue significativamente mayor (p < 0.05), que

el determinado en los medios NaCl-NaHCO,, con glucosa o
con papaverina, sin que el contenido de AMPc intraespermd-
tico fuese diferente entre ellos.

Por otra parte, la papaverina estimul@ la inmovilizaciﬁn
de los espermatozoides incubados en NaCl-NaHCO3 y disminu~-
y6 la movilidad de los gametos mantenidos en NaCl-NaHCO,-
glucosa; pero no alter¢ el efecto del carbohidrato sobre

la expresi6n de la R.A. durante la incubacibn prolongada.

Efecto de adicifn de un quelante de ca’?

al meddio de {ncubacitn
de £gs espermatozoddes, AobnegAu nivel inicial de AMPe inteane y
sobre el ndmero de gamefos que de capacitan en 5 min de incubacdén,
en ausencia de subsinatos exbgenos y en presencda de glucosa y/o
papaveaina

Los reactivos analiticos utilizados para preparar los medios
de incubacifn contenian calcio como contaminante, a una concen-
traciﬁn final calculada de 2,45 uM, cantidad que podria estar
ejerciendo alglin efecto sobre la produccifn de AMPc intraespermético.
Por ello, se decidi6 utilizar a un agente quelante, que eliminara
este Ca+2 contaminante; utilizamos a la sal dis6dica del &cido
etilendiaminotetracético {EPTA), a una concentracién de 12.25 M
(5-veces la concentracién de Ca+2 contaminante) ; para poder obser-
var el efecto de la carencia de cati6én divalente, en el medio de
incubacifn, sobre la produccién de AMPc intraespermitico y sobre la

capacitacidn de los gametos de cuyo.
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TABLA 5

Efecto de la carencia de calcio gohre el contenido inicial de AMPc

intraesperm8tico y el nfimero de espermatozoides que se capacitan

en 5 min de incubacién

RECF

7 R.A.
Medio de* (picaomlas/10 (8)
incubacifn espermatozoides)

NaCl-NaH(0, 10.3 ¥ 3.23 (7) 12,2 3.6 (7)
NaCl-NaH00,-glucosa 10.89 % 5,06 (6) 10.0 £ 3.4 (6)
NaCl-NaHCD,-papaverina 9.90 £ 5,90 (3) 13.3% 2.1 (3
NaCl-NaHO0,-glucosa-papaverina 11.81 £ 8,76 (3) 19.2% 2.9 3)

*Los espermatozoides se incubaron bhajo las condiciones descritas en
M8todos. La concentracién final de la glucosa fue de 5.56 mM y la

de la papaverina de 5 uM.

**l,a valoracién del AMPc se realiz8 a los 15 y 30 seg de iniciada la
incubacifn. Los valores mogtrados representan la media aritmética
de las dos determinaciones - la desviacién est&ndar (nfimero de

experimentos),

*%*p Jos 5 min de incubacifn, se tomaron muestras alfcuotas de cada
incubacibn y se realiz§ la valoracién de la R,A,, como se

describif en ME&todos.,
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Contenido inicial de AMRc de los espermatozoides incubados
en NaCl-NaHCO,~EDTA y en NaCl-NaHCO,-EDTA-glucosa.

Los espermatozoides de cuya, al ser incubados a 37°C en

el medio NaC1-NaHCO,~EDTA {como se indica en Mé&todos),
incrementaron significativamente su contenido interno de

AMPc, tanto en ausencia (p < 0.001) como en presencia

{p < 0.001) de glucosa, con respecto al basal (Tablas 2 y 6),

en perfodos cortos de incubacibén (15 y 30 seg).

La presencia de glucosa en el medio de incubacifn de los
ganetos, NaCl-NaHCO;=EDTA, no incrementé signifjicativamente
el nivel de AMPc intraespermitico inducido por el medio
(Tabla 6). No obstante, existif una tendencia a ser mayor
el contenido del nuclebtido, cuando las células se incuba-
ron en el medio con el carbohidrato.

La carencia absoluta de Ca+2 externo no parecié alterar
significativamente la produccifén intraespermitica de AMPc,
ya que el contenido del nuclebtide fue muy similar entre
los espermatozoides incubados en los medios que contenian
Ca2+: 1.81 mM (Tyrode y Tyrode~glucosa), 1.17 mM (MCM y
MCMG) y 2.45 uM (NaCl-N_aHCO3 y NaCl-NaHCO3-glucosa) y en
los incubados en ausencia total de cat? externo (NaCl-

NaHCO,-EDTA y NaCl—NaHCOaEDTAvglucosa)

3
Efecto de la incubacifn durante 5 min en el medio NaCl-

NaHCO,-EDTA y NaCl-NaHCO,~EDTA-glucosa sobre la capacita-

3
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cibn espermitica.

Una pequefia proporci6n de la poblacifn espermitica se
capacit6 eh 5 min de incubacifn en el medio totalmente
carente de Ca+2 externo, tanto en ausencia de substratos
exfgenos, como en presencia de glucosa {Tabla 6)., E1
nlimero de gametos capacitados en el medio NaCl-NaHCO,-EDTA,
no fue significativamente diferente del obtenido al

incubar a los gametos en el medio con glucosa, aunque los
espermatozoides incubados en este d(ltimo medio tendieron

a incrementar mds su contenidoc de AMPc.

Asf{ mismo, la falta total de Ca+2 externo, en el medio de
incubacibn, noc alterd significativamente el vorcentaje de
espermatozoides capacitades en 5 min (Tabla 6 vs. 3, 4 v 5).
BEfecto de la incubacifn en NaCl~NaHCO;-EDTA y NaCl-NaHCO,-
EDTA-glucosa sobre la movilidad espermdtica.

Los espermatozoides incubados en NaCl-NaHCO3—EDTA se inmo-
vilizaron gradualmente, dentro de los primeros 10-15 min
de incubacién. Se conservd el patrén de asociacibn descri-
to en la sclucifn de NaCl (empalizadas de 3 o m&s esperma-
tozoides y rosetas pequefias) ; y no se observé R.A, fisio-
18gica en una hora de incubacién (muestras control). Los
gametos incubados en el medio adicionado de glucosa, man-
tuvieron buena movilidad, de tipo vibraciopal, durante
todo el perfodo de incubacidn y aun al ser transferidos a

MCM (para valorar la presentacién de la R.A.); las empali-
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zadas iniciales se asociaron formando rosetas y grumos de
diversos tamanos. La hexosa conserv6é su efecto inhibitorio
sobre la expresién de la R.A. en las muestras control,
sequidas hasta por una hora.

Efecto de la papaverina sobre el contenido de AMPc y sobre
el comportamiento de los espermatozoides incubados en NaCl-
NaHCOa-EDTA Yy NaCl—NaHC03—EDTA~glucosa.

La adicidn de pavaverina al medio de incubacién totalmente
carente de Ca+2, con o sin glucosa no indujo un mayor
incremento en el contenido de AMPc intracelular, dentro de
los primeras 30 seg de incubacifn de los espermatozoides
(Tabla 6), comparado con los inducidos en los gametos
incubados en ambos medios sin el inhibidor. Aunque, parece
existir una tendencia a ser mayor el contenido de AMPc, en
los espermatozoides ilncubados en los medios con la papave-~
rina.

La proporcién de la poblacibn espermitica capacitada en 5
min de incubacién, en los medios sin Ca+2 externo adicio~-
nados de papaverina, tendi6 a ser mayor en ambos, al igual
que el contenido de AMPc, pero solo fue significativamente
mayor en el medio carente de substratos {p < 0.05).

Poxr otra parte, la papaverina indujo un patrén de movilidad
y de asociacidn, en los gametos incubados en ambos medios,
muy similar al descrito en los incubados en los medios

+2 .
con Ca contaminante. No se observ6é R.A. en las muestras
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TABLA 6

Efecto de la adicibn de un quelante de calcio al medio de incubacidn,
sobre el contenido inicial de AMPc intraespermdtico y el nfmero de

espermatozoides que se capacitan en 5 min de incubacién

Madio de (pio:gcl;;/lo-' R'?i;“
incubacibn* espermatozoides)

NaC1-NaHC0 ,~EDTA 8.77 1 2,91 (7) 11.3% 3.9 (7)
NaCl-NaHO0,~EDTA-glucosa 12,58 ¥ 4.18 (7) 9.7 4.2 (7)
NaCl-NaHD;-EDTA-papaverina 15,17 (2) 18.2 (2)
NaCl-NaHO0,-EDTA-glucosa-papaverina 19,28 (2) 17.8 ()

*Los espermatozoides se incubaron bajo las condiciones descritas
en Métodos, La concentracibn final del EDTA, la glucosa y la
papaverina fue de 12.25 uM, 5.56 mM y 5 uM, respectivamente.

**E]l contenido de AMPc intraespermitico se valor6 a los 15 y 30
seg de iniciada la incubaci6n. Los valores mostrados indican la
media aritmética de las dos determinaciones ~ la desviacién
est&ndar (nimero de experimentos),

***p los 5 min de incubacibn se tomaron muestras alicuotas de cada
incubaci6n y se realiz6 la valoracifén de la R.,A,
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egpermiticas incubadas hasta por una hora, en ambos

medios.

Contenido indcial de AMPc intraespermdtico y posible relacdidn con el
nimeno de gametos que se capacitan a diferentes tiempos de incuba-
cifn en MCM y MCMG

Como podrfa caber la posibilidad de que, el efecto del nucles-
tido ciclico en el proceso de capacitacifn no se hiciera aparente
en la poblacibn espermdtica, que manifiesta tal estado fisiol&gico
(expresién de la R.A.) en perfodos cortos de incubacifn, se decidi6
prolongar el tiempo de la ingubaciQn, para tratar de identificar
alguna relacifn entre el nivel de AMPc y la capacitacién de los
espermatozoides,

Como indican los resultados mostrados en la tabla 7, los esgper-
matozoides de cuyo incubados en el medio MCM o MCMG (bajo las con-
diciones indicadas en Mé&todos), incrementaron significativamente su
contenido de AMPc {p < 0.001, para ambos medios), con respecto al
basal. Por otra parte, la proporci6n de la poblacibn espermitica
gue se capacitd, tanto en ausencia como en presencia de glucosa,
no fue significativamente diferente entre si ni a 5, 15, 30 o 60
min de incubacifn, a pesar de que el nivel de AMPc fue significa-
tivamente mayor (p < 0.05) en los gametos incubados en MCM adicio~
nado de glucosa.

Parece ser que, la elevacién del nivel de AMPc en los esperma~-

tozoides al inicio de su incubacién en un medio capacitante, no



TABLA 7

Relacifén entre el contenido inicial de AMP, intraespermitico y el nfimero de

gametos que se capacita a diferentes tiempos de incubacifn en MCM y MCM-glucosa

Medio de NP

ircubacibn* (picomolas/ RA, (B)wsx
10’ espermatozoides) - 5! 15! 30! 60"
+ + + + +
oot 10.69 - 3.60 (29) 14,1 ~ 4.4 (25) 15,7 - 8.4 (13) :!.3.9 - 8,9 (18) 18.2 - 8.9 (12)
Mglucosa  18.69 ¥ 9.87 ( 8) 16.9%9,9 (8 13.4t38(4. .121%20(5 1na (2) o
o

*Los espermatozoides se incubaron a 37°C, en los medios sefialados, a una concentracién de
35 x 106 c€lulas/ml. La concentracibn final de la glucosa fue de 5.56 mM,

**La valoracifn del AMP, se realiz8 a los 15 y 30 seg de iniciada 1a incubacibn
Los valores mostrados indican la media aritmética de las dos determinaciones - la
desviacién estindar (nfimero de experimentos),

***A los tiempos sefialados de iniciada la incubacibn, en los medios indicados, se tomaron
muestras alfcuotas, se centrifugaron y el paquete celular se resuspendif en MCM donde se
valor8 la expresifn de la R.A,
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influye en forma aparente, en el nfimero de gametos que expresan el

estado "capacitado", a diferentes perfodos de incubaci6n,

Efecto de imddazol, el citrato de sodio, de La Z~desoxi-D-glucosa
y de £a carencia de NaC€, sobre el contenido indcial de AMPe |
inthacelulan y el ndmeno de esdpeamatozoides que se¢ capaciian en

5 min de Lncubacidn en MCM

Dado que los espermatozoides de cuyo, al ser incubados en un
medio capacitante, incrementan a diferente nivel su contenido de
AMPc al inicio de la incubacifn, cabria pensar que se requiere
cierto nivel umbral del nuclebtido para que el espermatozoide active
los mecanismos dependientes de AMPc, que participan en la capacita-
cién. Por ello, para tratar de obtener algfin dato que ayudara a
dilucidar tal posibilidad, se décidid utilizar algunos reactivos
descritos en la literatura como agentes depresores del contenido
intracelular de AMPc.

Los reactivos utilizados para inducir niveles bajos de AMPc
intraespermitico fueron: imidazol 7 mM, (Rogers y Garcila, 1979);
citrato de sodio 10 mM (Haesungcharerm y ChulaVatnatol, 1978); ¥y
2-desoxi-D-glucosa 5.56 mM (Mdjica, comunicacién personal). También
se elimin8 al NaCl del medio MCM, con o sin glucosa, para inducir
niveles bajos de AMPc en los gametos (Moreno, 1985). E1 NaCl fue
substituido por una cantidad equivalente de sacarosa, para mantener

la osmolaridad de los medios de incubacidn.
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Efecto de imidazol

Los espermatozoides de cuyo al ser incubados en el medio MCM
adicionado de imidazol, incrementaron significativamente (p < 0.001)
sus niveles de AMPc, dentro de los primeros 30 seg de incubaci6n,
con respecto al basal (Tabla 8), No abstante una preincubaci@n de
los gametos en NaCl-imidazol (147 mM y 7 mM, respectivamente)
durante 1, 2 o 5 min antes de ser incubados en el medio MCM-
imidazol, el contenido del nuclebtido ciclico intraespermitico
valorado a los 15 y 30 seg no disminuy8 significativamente, compara-
do con el de los gametos preincubados en NaCl (154 mM) durante 1, 2
0 5 min incubados en MCM sin imidazol,

Aunque la presencia del imidazol, estimulante de la fosfodies-
terasa de nucleétidos ciclicos, no alter6 significativamente el
contenido de AMPc intraespermitice, si disminuy6 significativamente
{p < 0.05) el nfimero de gametos capacitados en 5 min de incubacién.
Por otra parte, la presencia del imidazol no alter6 los patrones de

movilidad y agregaci6n espermdtica, con respecto al control (MCM).

Efecto del citrato de 4ad£o

La incubacifn de los espermatozoides (como se indica en Métodos),
en el medio MCM adicionado de citrato de sodio, indujo un incremento
significaﬁivo {p < 0.001) del contenido de AMPc intraespermitico,
dentro de los primeros 30 seg de inicilada la incubacifn; igual que
en el MCM (control)., Al parecer, sin afectar apreciablemente 1la

actividad de la adenilato ciclasa, el citrato inhibié la capacita-



ciqn de los espermatozoides, tanto a 5 min (Tabla 8}, como a 15 y
30 min de incubacién (datos no mostrados),

La movilidad y el patr§n de asociaci§n de los gametos incubados
en MCM-citrato fueron muy similares los descritos para los esperma-

tozoides incubados en MCM.

Efecto de La Z-deé_oxi-vngtucom

Los espermatozoides de cuyo, incubados en MCM-2-desoxi-D-
glucosa (como se indica en Métodos), aunque incrementaron signi-
ficativamente (p < 0.05) su contenido de AMPc dentro de los primeros
30 seg de incubaci®n, con respecto a su contenido basal, no lo
hicieron tanto como los gametos incubados en MCM (control).

La presencia de la 2—desoxijD~glucosa, en el medio de incuba-
cif6n de los gametos, parece alterar su capacitacién, ya que, no se
detect6 R.A. fisiolégica en espermatozoides transferidos a MCM,
después de 5 min (Tabla 8) o 15 min (datos no mostrados) de incuba-
cién en MCM-2-desoxi-D-glucosa,

El analogo no metabolizable de la glucosa, disminuyé la movi-
lidad de los gametos asi como su patr6n de agrupaciln, el cual fue

predominantemente de rosetas y grumos pequefios,

Efecto de fa carencia de NaCl
Los espermatozoides de cuyo, extraidos de los conductos defe-

rentes con solucifn de NaCl {154 mM) y lavados (2X) con
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solucibn de sacarosa (308 mM), al ser incubados en el medio MCM sin
NaCl no sintetizaron AMPc, a un nivel detectable bajo las
condiciones de ensayo utilizadas, ni aun con la adicién de glucosa
al medio de incubacién (Tabla 8).

Asf{ mismo, la ausencia de NaCl en el medio de incubacidn de
los espermatozoides, indujo no s6lo la inhibicién de la capacita-
¢ibn, sino que también indujo la inmovilizacidén temprana de los
gametos incubados en el medio MCM solo o adicionado de glucosa
(dentro de los primeros 5 min de incubacién). Por otra parte, el
patrén de asociacifn espermdtica fue muy similar al descrito para
los gametos incubados en NaCl, bajo las mismas condiciones de

incubacién.
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TABLA 8
3
Efecto del imidazol, del citrato de sodio, de la 2-desoxi-D-glucosa
y de la carencia de NaCl, sobre el contenido inicial de AMPc
“intracelular y el n@meroc de espermatozoides que se capacitan en 5

min de incubaci6n en MCM

Medio de DMPCa* RLA, WAk

incubacifn** (picamolas/10]_espermatozoides) (%)

NaCl 2725 1,23 (1) (basal) 0.0%

MM 10.69 ¥ 3.60 (29) 13.6 4.5 (28)
MM-imidazol 9.01 ¥ 5.46 {(6) 8.4 Y75 ()
MOM-citrato 9.83 (1) 0.0% (1)
MOM-2-desoxi-D-glucosa 4.65 ¥ 1,30 (4) 7.9+ 223 W
MM-sacarosa (sin NaCl) 0.00 (2) 2.7*% (2)
MM-sacarosa~glucosa 0.00 (2) 2.0% (2)
(sin NaCl) .

*Muestras espermiticas que no presentaron R,A. cualitativamente dentro de los
primeros 15 min de su transferencia a MM
**os egpermatozoides se incubaron bajo las condiciones descritas en M&todos,
La concentracidn final de los reactivos utilizados fue la siguiente:
imidazol 7 mM, citrato de sodio 10 m¥, 2-desoxi-D-glucosa 5.56 mM; la
concentracidn de la sacarosa fue equivalente a la del NaCl substituido,
**%a valoracién de AMPc se realizf a los 15 y 30 seg de iniciada la incubacién.
Los valgres mostrados representan la media aritmftica de las dos determina-
ciones ~ la desviacién est@ndar (nGmero de experimentos)
**itp 1os 5 min de incubacifn se tomaron muestras alicwotas de cada incubacifn y
se realiz$ la valoracifn de la R.A,
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DISCUSION

Bste estudio provee un andlisis cuantitativo del contenido de
AMPc intracelular, encontrado al inicio de la incubacién de los
espermatozoides de cuyo en diferentes medios capacitantes, {n vitro,

y la relacién con el tiempo de su capacitacién.

Contendido basal de AMPc

El contenido basal de AMPc de los espermatozoides de cuyo
incubados en NaCl durante 15 y 30 seg determinado en este estudio,
fue de 2.72 pmolas por 107 células valor muy similar al comunicado
por Hyne y Garbers (1979), asf como al encontrado en los gametos
de otras especies de mamfferos (Stein y Fraser, 1984). La
variabilidad observada entre el contenido basal de AMPc de un
grupo de cuyos y otro, que va desde una concentracifn no detectable
por el sistema de ensayo utilizado hasta 5.78 picamolas/107 células,
también ha sido encontrada en varias cepas de ratén y aun entre
individuos de una misma cepa, mantenidos bajo condiciones
ambientales idénticas (Erickson y col., 1979; Nadijcka y Hillman,
1380),

Por la incubacifén de los espermatozoides en NaCl hasta por 5
min, se observé una tendenéia a disminuir el contenido de AMPc
(Tabla 2), Dado que esta solucién salina carece de gubstratos, no
tiene capacidad amortiquadora, y no es medio de incubacién
capacitante (Valdés, 198l), es posible pensar que el espermatozoide
se mantenga en un estado de reposo y por ello no agtive vias

metabSlicas especificas,
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Contenido de AMPc de Los espeamatozoldo . (ncubades on wn meddo

capacdtante, con y sin glucosa

Los espermatozoides de cuyo incrementan abruptamente su
contenido de AMPc dentro de los primeros 30 seg de iniciada la
incubacifn en un medio capacitante, Esta elevacién de la concen-
tracién del nucle6tido ha sido descrita para los gametos de hémster
{(Morton y col., 1974), de toro {Cascieri y col,, 1976) y de ratén
(Stein y Fraser, 1984); aunque la concentracibn m4xima encontrada en
los gametos de las diferentes espegies (Garbers y Kopf, 1980) y aun
de la misma especie (Hyne y Garbers, 1979; Garbers y col., 1982) es
variable,

No obstante que el incremento a 30 seg de incubaciﬁn del
contenido de AMPc intraespermitico parece ser independiente del
medio utilizado un efecto potenciador de la glucosa fue observado,
sobre todo en los gametos incubados en MCM., Es decir, la glucosa
les induce un incremento adicional en sus niveles del nucleétido
ciclico al tiempo seifialado.

El incremento adicional del contenidq de AMPc¢, inducido por la
hexosa, parece ser influenciado por la composicién del medio de
incubacién. Como puede verse en los resultados (Tabla 4). En el
medio de Tyrode la glucosa no parece inducir un incrementoq
significativo del contenido de AMPc, pero con la papaverina, su
efecto 51 se hace evidente. Esto pedria indicar que el esperma-
tozoide posee una mayor actividad de fosfodiesterasa de AMPc, cuando
se incuba en el medio de Tyrode, O bien, que la menor concentracibn
de bicarhonato en este medio (Tabla 1), influya en la produccién de

AMEc en ausencia de papaverina, ya que, Garbers y col,, (1982},
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comunicaron la dependencia del sistema de la adenilato ciclasa del
ion bicarbonato para su actividad. Consideramos que este punto,

para aclararse, requiere de mayores estudios,

Efecto del caleio sobre La efevacibn indicial de AMPa intraespermdtico
A diferencia de Hyne y Garbers (1979a), en el presente trabajo
no se encontré que la elevacién inicial del contenido de AMPc

intraespermitico sea dependiente del Cat*'2

extracelular (Tablas 5 y 6).
Dado que en el medio deficiente del catién divalente (NaCl-NaHCOa,
solo y adicionado de EDTA), los espermatozoides incrementaron su
nivel de AMPc dentro de los primeros 30 seg de incubacifn, tanto

, +
como en los medios suplementados con Ca 2

(Tablas 3 y 4). Los
resultados obtenidos podrfan deberse a que la concentracifn contami-
nante del catién divalente (2.45 uM, calculada) en el medio NaCl-
NaHCO3 fuera suficiente, para permitir la elevacién del AMPc; Hyne

y Garbers (1979a) indican que el Ca+2 a concentraciones micromolares
es capaz de estimular a la adenilato ciclasa de espermatozoides de
cuyo. Por otra parte, el efecto que tiene el EDTA de promover la

salida de Ca+2

de los almacenes intracelulares (Trosper y Phillipson,
1984) podrfa estar incrementado la concentracidn del catién y éste,
a su vez, podrfa estimular la sintesis de AMPc.

Un aumento de la concentracifn de Ca+2 en microambientes
intracelulares podrfa ser potenciado por el mismo AMPc¢ sintetizado,

como se describif en los islotes pancre&ticos, En &stos, la

liberacién de insulina inducida por glucosa involucra una
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movilizaci6n mediada por AMPc del calcio de los almacenes intracelu-
lares (Charles y col., 1975; Malaisse y Malaisse-Lagae, 1984). Sin
embargo, dado que en un medio suplementado con Ca+2, donde el efecto
del AMPc sobre la liberacifén del catifén de los almacenes intra-
espermiticos podrfa estar ocurriendo mds activamente, no se encontré
una mayor concentracién de AMPc; por ello, se puede considerar que

es poco probable la relacién entre la liberacidn de Ca2+ inducida

por AMPc y mayor sintesis de este Gltimo inducida por el catidn.

Efecto del caleio s0bre La elevacidn del AMPc inducida por glucosa

Los resultados sugieren que el incremento adicional del nivel
de AMPc intraespermitico, mediado por glucosa, sf es dependiente de
Ca+2 extracelular; como en el caso de la elevacién del nucle6tido
inducida por el mismo carbohidrato, en islotes pancredticos (Charles
y col., 1975).

Moreno (1985) propuso al calcio como un posible inductor del
estimulo de la sfntesis del nucleStido inducido por glucosa.
Malaisse (1984), comunic6 que la sintesis de AMPc, mediada por
glucosa, en los islotes pancredticos se debe al estimulo del
complejo Ca-Calmodulina sobre la adenilato ciclasa; y, en los
espermatozoides de cuyo, se han identificado grandes cantidades de
calmodulina (Jones y col., 1980). Por ello, la participacién de un
sistema semejante al descrito en las células pancrefticas, para la
accién de la glucosa sobre la sintesis de AMPc¢ en el espermatozoide

de mamiferos, deberfa ser considerada.
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Efecto del i6n s0dio sobre La sdintesis de AMPe en RLos espeamatozoides
de cuyo

La sfntesis de AMPc en los espermatozoides de cuyo parece ser
dependiente de la presencia de una concentracifn de Na+ extracelular
mayor de 30 mM, yva que en el medio de incubacién con no més de 30
mM de sodio no se detectd la sintesis del nucleStido, tanto en
ausencia como en presencia de glucosa (Tabla 8)., Jakobs y col.,
(1984). encontraron que el Na' es indispensable para la actividad de
la adenilato ciclasa regulada por hormonas, tanto en plaquetas de
humano como en c&lulas de linfoma murino $49, donde se propone que
el sodio facilita la interaccién entre las subunidades que integran

al sistema de la adenilato ciclasa para que se active,

AlPe y capacitacibn espeamdtica

Bajo nuestras condiciones experimentales, la magnitud del
incremento inicial del contenido de AMPc no parece tener una rela-
cién directa con el tiempo de capacitacidn de los espermatozoides
de cuyo. Ya que, a pesar de que el nivel de AMPc es mayor en los
gametos incubados en un medio suplementado con glucosa, papaverina
o ambas, la proporcifn de la pohlacifn esperm&tica que se capacitd
en 5, 15, 30 o 60 min de incubacién no fue significativamente
diferente entre ellos ni cop sus controles, Estos resultados,
obtenidos bajo condiciones que se pueden considerar mis indicativas
de verdadera capacitacifn (v8ase antecedentes), concuerdan con los

hallazgos de Hyne y Garbeks (1979), en espermatozoides de cuyo; e
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igualmente con los resultados de Stein y Fraser (1984), quienes

encontraron que el incremento del nivel) del nucleStido, al inicio
de la incubacifn de los espermatozoides de ratbn, en un medio
capacitante, no mostraba una relacidn directo con el tiempo de

capacitacién,

Capacitacidn espernmdiica en MCM

Los experimentos preliminares donde se observé que los esper-
matozoides incubados durante 5 min en el medio MCM no se capacita-
ban, fueron realizados con una Variacién en el mapejo de las c&lulas;
los gametos fueron lavados (2X) con 0.5 ml de NaCl 154 nM por
espermatozoides provenientes de un conducto deferente, y en los
experimentos subsecuentes los dos lavados se realizaron utilizando
1 ml de NaCl 154 mM cada vez por espermatozoides provenientes de un
conducto deferente.

La variacifn en el lavado de los gametos no induce ningfin cambio
aparente sobre el incremento inicial de AMPc intraespermético (datos
no mostrados): pero, si tiene efecto sobre la velocidad de capacita-
cidn espermatica. Un lavado en menor volumen de solucidén de los
espermatozoides retarda su tiempo de capacitacibn {Rogers, 1978},
dado que pueden retener fluido epididimal a un nivel capaz de
inhibir este fenﬁmeno. Ademds, la remocifn de un factor{es) unido
a la membrana plasm&tica que impide la capacitaci§n (factor
descapacitante o Ffactor estabilizante de la membrana) (Williams y
col., 1976; Oliphant, 1976), cuyo origen es el liguido del epididimo
y/o el plasma séminal (Chang, 1957; Weinman y Williams, 1964); asi
como la p&rdida de componentes especfficos de la membrana plasmitica

(Brackett y Oliphant, 1875; Oliphant, 1976); han sido descritos como
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esenciales para que el gameto masculino se capacite, y estos procesos
los facilita el layvado de las c€lulas con volumenes mayores de

solucibn,

Efecto de La papaverina sobre La refacifn AMPe-capacitacidn

Debido a que con todos los medios capacitantes ensayados no se
observd una relacidén directa entre la elevacifn inicial de AMPc y
el tiempo de capacitacidn, se decidié utilizar a la papaverina para
tratar de amplificar el posible efecto del AMPc intracelular sobre
dicho proceso,

No obstante la gran elevacifn en el nivel inicial de aMPc
intraespermético inducida por la papaverina, la proporcifn de la
poblacibn espermitica que se capacit§ en 5 min de incubacibn, en

cualquiera de los medios suplementados con Ca+2

, no fue significa-
tivamente diferente de la proporcifn de espermatozoides capacitados
en ausencia del inhibidor. Lo gue apoya adicionalmente la no
existencia de una relacién directa entre el nivel inicial de AMPc
y la capacitacién espermftica,

El que la papaverina no amplifigue en gran medida la elevacibn

de AMPc en el medio carente de Ca+2

(Tablas 5 y 6), podrfa deberse

a que: 1) tanto la actividad de la adenilato ciélasa como la de la
fosfodiesterasa de AMPc se encuentren disminuidas y por coincidencia
o no, dentro de los primeros 30 seg de incubacién se presente un

nivel de AMPc semejante al encontrado en presencia de calcio; 2)

la actividad de la adenilato ciclasa se deprima por una caida de la
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2t a un nivel similar al que tiene la cé&lula en

concentracién de Ca
reposo, despufs de utilizar el Ca+2 que se encuentre en su micro-
ambiente, por lo cual s6lo se observaria el incrementQo momentdneo
del contenido de AMPc y no la amplificacifn por la presencia de la
papaverina; y, 3) que la papaverina requiera de Ca+2 ex6geno para
ejercer su efecto inhibitorio sobre la actividad de la fosfodieste-
rasa de AMPc y, ademds, que esta necesidad del catidn divalente
involucre el requerimiento de concentraciones mayores de cat? que
las que contienen los medios deficientes en el catifn, Esta Gltima
posibilidad es poco probable, dade que la accifn principal de la
papaverina es una inhibicifn competitiva de la fosfodiesterasa de
AMPc, y aunque uno de sus efectos secundarios es la inhibicifn de

los mecanismos de influjo y eflujo del Ca+2

(Huddart y col., 1984),
esta propiedad solo ha sido observada a concentraciones 20 o 25

veces superiores a las utilizadas en este trabajo.

Efecto de La disminucidn de Los niveles intraespermdiicos del AMPe
dobre La capacitacibn de lLos esdpermatozoides

Como puede verse en la figura 6, la magnitud del incremento del
nivel de AMPc intraespermitico varfa de una poblaci6n celular a otra,
sin depender en gran medida de la composicifn del medio de incuba-
cién y, aunque la elevacién del nuclebtido no parece tener influen-
cia directa sobre el tiempo de capacitacién de los espermatozoides
de cuye, se puede notar que, bajo condiciones capacitantes el
incremento del contenide de AMPc al inicio de la incubacién siempre

se presenta,
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Relacifn entre el contenido inicial de AMPc intraespermd-
tico y el nidmero de gametos que se capacitan en 5 min de
incubacddn en un medio capacitante. BEn la figura se
muestra el arreglo de las muestras experimentales en base
a su contenido de AMPc inicial, independientemente del medio
de incubacidn empleado. Los recté&ngulos muestran el por-
centaje de RA t Ja desviacién estdndar (nfimero de experi-
mentos). Las bases de los rectingulos muestran los rangos
de concentracifn de AMPc (determinado como se indica en
métodos): A (5.0 - 10.0), B (10.1 - 15.0), C (15.1 - 20.0),
D (20.1 - 30.06), E (30.1 - 40.0), F (40.1 - 50.0), G (50.1
~ 75.0), y H {75.1 - en adelante); la flecha indica el
contenido basal de AMPc intraespermitico (picomolas/lo7

espermatozoides)



Litvin y col., {1984) indican que las dos isoenzimas (Tipo I y IL)
que fosforilan protefnas al ser activadas por el AMPc, requieren
de una concentracién umbral de AMPc para activarse selectivamente.
El hecho de que siempre se presente un incremento del contenido de
AMPc al inicio de la incubacién podria sugerir que, el espermato-
zoide de cuyo requiere de un incremento en su contenido de AMPc
durante el inicio de su capacitacién, que se podrfa denominar
"umbral de activaci6n" de los mecanismos que dependen del nucle&tido
cfclico y que participan en la capacitacién.

Para tratar de esclarecer la posibilidad de que el esperma-
tozoide necesite de una concentracifn umbral de AMPc para iniciar
su capacitacién, se utilizaron algunos sistemas, descritos por di-
ferentes autores, que actfian neéativamente sohre la acumulacién de
AMPc intracelular. Sin embargo, dado que ninguno de los sistemas
‘utilizados permitié variar a voluntad el nivel intraespermitico
del nucleStido cficlico, no es posible sacar conclusiones
concretas.

Solo con la inclusién de la 2-deoxi~D=-glucosa o la eliminacitn
del NaCl del medio de incubacibn se logré disminuir la elevacién
inicial del AMPc intraespermitico (Tabla 8}. Con el andlogo de la
glucosa el nivel de AMPc lleg6 a ser similar al basal y, en el
caso de la deficiencia del NaCl del medio de incubacién no se
detect8 AMPc intraesperﬁatico Y, en ambos casos, no ocurrid la
capacitacifn espermitica. Lo anterior podrfa indicar que no se

logr6 alcanzar el umbral de AMPc que permite que la capacitacién
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se lleve a cabo, Por ello, se sugiere que se requiere estudiar
mis a fondo la posibilidad de que exista un requerimiento critico
de AMPc, para que el espermatozoide de los mamiferos inicie su
capacitacién.

Por otra parte el gque el imidazol, activador de la PD, no
indujera un menor niQel de AMPc podria deberse al corto tiempo de
exposicibn de los gametos a tal reactivo (5 min en NaCl y 30 seg
en el medio de incubacifn), ya que Garbers y col.; (1971) encontra-
ron que el imidazol disminufa el contenido de AMPc de los
espermatozoides de toro bajo perfodo de incubacién de 2 a 6 horas.

En cuanto al citrato, Haesungcharerm y Chulavatnatol (1978)
encontraron que inhibfa la actividad de la adenilato ciclasa en
fracciones particuladas de espermatozoides de humano, mientras que
en los espermatozoides intactos de cuyo no se observS este efecto
(Tabla 8). Sin embargo, sin alterar los niveles de AMPc, el
citrato aparentemente inhibi6 la capacitacidn de los espermatozoides.
Esta inhibicibn podria deberse a una disminucibn del metabolismo
espermitico, Hoskins y col, (1970) encontraron que el citrato
inhibe la actividad de la fosfofructocinasa de espermatozoides de
primate, Adem&s, la necesidad de un aumento en el metabolismo
glucolitico y en la velocidad respiratoria son 'seflalados como
réqiisitos pararque el espermatozoide se capacite (Hamnep .y
Williams, 1963). La accifén del citrato también podria explicarse
en base a su propiedad de quelar al Ca+2, un exceso de citrato en

el espermatozoide podria inhibir la presentacién de la RA, ya que
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este fenbmeno es dependiente de Ca2+.

El que algunos investigadores hayan seflalado efectos vpositivos
del AMPc sobre la capacitacidén podria deberse a varios factores que
no fueron contemplados en este trabajo. Por ejemplo: 1) cuando
utilizan algfin inhibidor de la PD, &ste permanece en contacto con
el espermatozoide durante todo el perfodo de incubacifn hasta que
es valorado alg@n pardmetro indicativo de la capacitacién (presen-
tacién de RA; fertilizaci6n de 6vulos, homSlogos o heterSlogos) .

La presencia del inhibidor hace que el gameto mantenga elevado su
contenido de AMP¢ por mis tiempo, con respecto a su nivel basal
(Hyne y Garbers, 1979; Fraser, 1981; Perreault y Rogers, 198é:
Stein y Fraser, 1984), que es lo que podrfa inducir la estimulacidn
de la capacitacién y no la elevaci6én inicial sola. Por otra
parte, en presencia del inhibidor de la PD se observé que la
viabilidad de la poblacifn celular disminuye considerablemente, y
se sabe que los espermatozoides muertos contribuyen a que, en el
microambiente de los gametos vivos, exista m&s AMPc y mayor
actividad de cinasa de proteinas dependiente del mismo nucleftido
(Fabre y col.,, 1982; Horowitz y col,, 1984), gue podrfan estar
ejerciendo algin efecto positivo sobre el proceso de la capacita-~
cién, 2) al utilizar algun andlogo del AMPc, éste podria estar
actuando tanto en el interior del espermatozoide como en su
membrana plasm&tica para producir la estimulacién de la capacita-
cibén, A pesar de que esto (ltimo no ha sido investigado, si se

han identificado las dos cinasas (Tipo I y II) que fosforilan
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protefnas especificas al ser activadas por el AMPc (Majumder, 1981;
Wilson y col., 1982, 1983; Fabro y col.,, 1982; Schoff y col., 1982;
Horowitz y col., 1984; Atherton y col,, 1985; Freedman y Koff, 1985);
asf como algunos substratos de &stas (Huacuja y col., 1977; Brandt

y Hoskins, 1980; Noland y col., 1984; Tash y col., 1984}, que se
localizan en la superficie externa de la membrana plasmitica del
espermatozoide de diversas especies de mamifero., Estas fosfoprotei-
nas membranales podrian promover la capacitacibn espermitica por
alterar mecanismos biogquimicos, tales como la captacibn de iones,
estabilidad de la membrana, y otros.

Se ha postulado que la captacibn de Ca+2 (Raphaeli y Parsons,
1982) y 1la de Nat (Costa y col., 1982) son procesos requlados a
nivel de membrana plasmitica y, aunque no se ha comprendido en
detalle los mecanismos involucrados, se cree que la fosforilacién de
proteinas intramembranales estd involucrada (Tash y Means, 1982,
1983; Atherton y col., 1985; Freedman y col,, 1985}.

La entrada de iocnes al espermatozoide, sobre todo del Ca+2,
podria promover diversos mecanismos que operen en la capacitacién

del gameto., En el espermatozoide el Ca+2

podrfia participar en la
regulacifén de: 1) la activacibn y regulacién de la mo#ilidad, por
regular la actividad de ATPasa de la dineina (Gordon y col., 1983);
la polimerizacién, estabilizacién y despolimerizacién de micro-
filamentos y microttibulos, asf como en la alteraci6mn de las

propiedades de la matriz celular (Dedman, 1984); 3) la estimulacién

de la actividad de la adenilato ciclasa {(Hyne y Garbers, 1979%a);
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4) la secreciﬁn de macromoléculas y electrolitos (Stambaught y col.,
1978; Case, 1984); 5) la activaciﬁn de la PD (Itoh e Hidaka, 1984;
Wasco y Orr, 1984); 6) la activacibn de cinasas de proteinas, via
Ca+2-fosfolipidos o bien Ca+2—calmodulina (Klee y Newton, 1983;
Kimura y col,, 1984); 7) la activacifdn de fosfoprotein fosfatasas
(King y Huang, 1984; Soucek y Vary, 1984); 8) la alteracién de 1los
componentes lipfdicos de las membranas (Papahadjopoulus, 1978); y

de otras.

Se sabe que existen cantidades considerables de AMPc ex6geno en
los 1fquidos que bafian al espermatozoide durante su trénsito por el
tracto reproductor'femenino (en: Majumder, 1981), hasta que alcanza
al 6vulo y lo fertiliza. Se podria plantear que los mecanismos
dependientes de AMPc, en el espermatozoide, se activan cuando el
gameto se encuentra en el tracto reproductor de la hembra y no antes;
ya que a pesar de que los fluidos del tracto reproductor del macho
contienen cantidades cansiderables de AMPc (Mann y Lutwack-Mann,
1981), también contienen inhibidores potentes de la actividad de
cinasa de prote;nas, (Freedman y Kopf, 1985); inhibidores que no
han sido identificados en los de la hembra,

El que en este trabajo no se haya encontrado relacibn entre
el contenido ipicial de AMPc y el tiempo de capacitacién de los
espermatozoides de cuyo, podria también deberse a que, bajo las
condiciones de ensayo utilizadas, no son detectables alteraciones
en el contenido del nucledtido ciclico en regiones intraespermiti-

cas especificas., Dada la gran compartamentalizacibn que existe en
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esta célula (Fawcett, 1975; Roger y col., 1985), podrfa ser que el

AMPc sea metabolizado en forma diferente en las diversas regiones
del gameto; por lo que su distribucibn, disponibilidad, utilizacién
y degradacién sea diferente en un sitio especifico del espermatozoi-
de.

Adem&s, hay que agregarle a esto, el que la poblacifn celular
con la que se trabaja es muy heterogé&nea, en cuanto a su estado
metabSlico y maduracional (Bedford, 1983). Esto podrfa traducirse
en una asincronfa en la produccién del incremento de AMPc intra-
espermitico, as{ como en la expresién de una relacién entre este
evento y la capacitacién. Est¢ podrfa evitarse haciendo una. '
seleccién de la poblacién celular utilizada; lo que se puede aseme-
jar a lo ocurrido naturalmente, ya que s8lo los aspermatozoides de
mejores caracteristicas son los que llegan al sitio de fertilizacifn
del 6vulo (Crozet y Dumont, 1984; Hunter y Wilmut, 1984); como 1o
ha hecho Wall y col., (1984) gquienes utilizando gradientes de
albfimina serica bovina, han logrado separar, de una voblacidn
heterogenea, una homogenea de gran movilidad, O© bien, utilizar
algln otro procedimiento o diseio experimental para valorar cambios
en el metabolismo esperm&tico de localizacién intracelular especi-
fica. De forma mds directa, se puede proponer la utilizacién de
inhibidores de cinasas de proteinas dependientes de AMPc; como las
isoquinolinsul fonamidas, sintetizadas y descritas por Hidaka y col.

(1984) , las cuales inhiben esvecfficamente a las cinasas de
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proteinas dependientes de nugleftidos ciclicos; ¢omo herramientas
’ ’ :

Gtiles para clarificar las funciones de las mismas, y con ello las

del AMPc, en los procesos que conducen a la capacitacifn espermé-

tica, tanto {n vive como Lit vitro,

Movilidad y AMPe

Al igual que el contenido de AMPc la movilidad de los esper-
matozoides de cuyo mantenidos en un medio no capacitante y carente
de substratos (NaCl, 154 mM) tiende a disminuir conforme pasa el
tiempo. Como el contenido basal de ATP parece no alterarse en los
primeros seg de incubacién (M@jica, comunicacifn personal), la
movilidad parecerfa no ser causada por la carencia de substratos,
sino por la inhabilidad que tiene el gameto para utilizar al ATP;
aungue también podrfa existir alguna relacibn con la disminucién
del contenido de AMPc, aunque esta relacidn no ha sido estudiada
hasta el momento.

Por otra parte, no debemos olvidar gue el pH extracelular
influye en el pH intraesperm&tico (Christen y col., 1982) y la
soluci@n de NaCl, medio de incubaci6n utilizado para valorar el
nivel basal de AMPc intraespermitico, tiene un pH de 6.03, el cual
puede estar influyendo en la inhibicién d¢e la movilidad espermitica.
Esto es apoyado por los resultados de Murphy y Yanagimachi (1984),
quienes encontraron que la movilidad de los espermatozoides de cuyo
se reduce considerablemente a pH 6.1 y sugirieron, que la

movilidad espermitica estd asociada con un eflujo de protones intra-
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celulares, con el consiguiente aumento de pH intracelular. Esta
sugerencia ha sido confirmada por Vijayaraghavan y col., (1985)
quienes, estudiando espermatozoides de bovino, hallaron evidencias
que indican que se reguiere de la alcalinizacién del citosol
flagelar para que se desarrolle la movilidad del gameto inducida
por el AMPc, Christen y col. (1982) sefialan que el pH hdsico
inducido por la salida de protones, estimula la actividad de ATPasa
de la dineina, lo cual sugiere que el espermatozoide mantenido en
NaCl se inmoviliza por no poder utilizar el ATP requerido por el
axonema para inducir la movilidad; aunque &sto no desecha la
posibilidad de que el contenido de AMPc, presente en este estado,
influya sobre la movilidad, ya que se sabe que el Ca+2 influye sobre
la actividad de ATPasa de la dineina (Tash y Means, 1983) y, a su
vez, el AMPc influye sobre la entrada y actividad del catifn
divalente.

La movilidad escasa o ausente de los espermatozoides mantenidos
en NaCl 154 mM, se reactiva dentro de los primeros 60 a 150 segq,
dependiendo del tiempo que pasen en contacto con la solucién salina
Y de la composicién del medio en el que se incuben. Aunque no ha
8ido descrito el tiempo exacto que transcurre entre la elevacién
del contenido de AMPc intracelular y la activacién de la movilidad
de los gametos completos y viables de cuyo, este puede ser muy
similar al que se determin$, ya que Morton y col. (1974) 'y
Cascieri y col, (1976), sefialan que se requiere de 60 a 120 seg

para que el incremento del nivel de AMPc induzca la movilidad
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progresiva de 10s espermatozoides de hamster y de toro, respectiva-
mente, En este tiempo podrla ocurrir la fosforilacibn de proteinas
espec;ficas, realizada por las cinasas dependientes de AMPc, tanto
de membrana plasmética comc del citosol y del axonema (Tash y Means,
1982, 1983; Hoskins y col,, 1983, 1984; Noland y col,, 1984; Tash y
col., 1984), que se postula participan en el mecanismo de activa-
cién de la movilidad inducida por el AMPc.

Se observé que la presencia de glucosa en el medio de incuba-
cién les induce a los espermatozoides un movimiento muy activo de
vibracifn, que se conserva aun después de ser transferidos a MCM
para la valoraci&n de la RA, Esté efécto de la glucosa sobre la
movilidad espermidtica, ya ha sido descrito (MGjica y Valdé€s, 1983;
Moreno, 1985), Podria ser que el mecanismo de acciﬁn de la
hexosa para inducir el movimiento de vibraciﬁn activado, en los
espermatozoides de cuyo, podr;a involucrar la participacifn del
AMPc o bien del ATP, ya que la glucosa induce un incremento
adicional en el contenido de AMPc y el carbohidrato es el substrato
exbgeno preferentemente utilizado por los espermatozoides para
obtener energ;a (Garbers y Kopf, 1980), Sin embargo, en el medio
de Tyrode-glucosa y en el de NaCl-NaHCO,-glucosa (Tablas 4 y 5),
el incremento adicional del nucle6tido ciclico no se present§,
mientras que el movimiento activo de vibraci6tn 81 fue observado,
Esto podria indicar que el tipe de movimiento espermdtico inducido
por la hexosa, no est& relacionado al incremento adicional de AMPc,

lo cual concuerda con los hallazgos de Moreno (1985),
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Esto lo reforzan los resultados obtenidos al ipcubar a los
gametos en un medio adicionado de napaverina, donde el iqcremento
adicional del nivel del nucleStido es exagerado y sin embargo, la
movilidad de los espermatozoides no aumenta. Ademds, Tash y Means
(1983) indican, que un incremento en nivel de AMPc en gametos
masculinos méviles no tiene ningdn efecto extra sobre la movilidad,
s6lo la reactiva en gametos con escasa movilidad o inm6viles.

En experimentos preliminares se ha encontrado que la glucosa
induce un incremento del nivel de ATP esperm&tico (datos no mostra-
dos), dentro de los primeros 15 seg de iniciada la incubacifn; este
incremento del contenido de ATP podrfa ser el responsable directo
de la movilidad activada inducida por el carbohidrato. Esato es
respaldado por los resultados encontrados al incubar a los
espermatozoides en un medic carente de substratos exdgenos (NaCl-
NaHCOa, solo o adicionado de EDTA), donde las cé&lulas pierden
paulatinamente su movilidad a pesar de que su contenido inicial de
AMPc es similar al de las células incubadas en un medio suplementado
con substratos exdgenos (piruvato y lactato).

Lo anterjor sugiere que el incremento inicial del nivel de AMPc
intraesperm8tico participe en la activacifn de los mecanismos que
permiten que el espermatozoide adquiera la movilidad activa, obser-
vada al incubarlo en un medio capacitante; lo cual concuerda con
todos los trabajos descritos en la literatura sobre el efecto

estimulatorio del AMPc sohre la movilidad espermitica (Garbers y

col., 1971; Garbers y Kopf, 1980; Tash y Means, 1982, 1983;
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Bellvé y O'Brien, 1983; Hoskins y col,, 1983, 1984; Tash y col.,
1984). Esto no indica que el incremento inicial del nivel de AMPc
no participa en otros procesos espermlticos, por lo que no se
puede eliminar la posibilidad de que el espermatozoide requiera de
una concentracibtn interna especifica ("umbral de activaciﬁn") de
AMPc, para que se inicien los procesos que lo conducen al estado
capacitado.

Es obvia la necesidad de realizar mds estudios para poder
conocer la naturaleza del{os) inductor(es) de los primercs cambios
requeridos para que el espermatozoide de los mam;feros inicie y

culmine su capacitacibn.
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CONCLUSIONES

Los espermatozoides de cuyo extraidos de los conductos deferen~
tes, lavados (2X) e incubados en NaCl 154 mM (37°C) hasta por
5 min; presentaron una concentracién de AMPc, que se denomind
basal, de 2.72 picomolas/10’ células.
Los espermatozoides de cuyo incrementaron abruptamente su
contenido de AMP¢ dentro de los primeros 30 seqg de iniciada su
incubacién en un medio capacitante, La magnitud de este
incremento fue variable entre un grupo de animales y otro.
El incremento del contenido de AMPc intraespermitico fue
dependiente de la composicifn del medio de incubacién:
a) La presencia de glucosa en el medio indujo un incremento

" adicional en el contenido de AMPc de los espermatozoides,

dentro de los primeros 30 seg de incubacitn

b) La elevacifn inicial del contenido de AMPc intraespermitico

2 exbgeno

parece ser independiente del Ca

c) El incremento adicional del nivel de AMPc intraespermdtico,
inducido por glucaosa, fue dependiente de Ca+2 exégeno

d) La sintesis de AMPc, en los espermatozoides de cuyo, parece
requerir upa concentracifén de Na' extracelular mayor de 30
mM

La proporcifn de la poblacifn espermdtica que se capacité dentro

de los primeros 5 min de incubacifn, no fue significativamente
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diferente entre los diferentes medios de incubacifén ensayados
(MCM, Tyrode, NaCl-NaHCO3, NaCl-NaHCO,-EDTA, solos o adiciona-
dos de glucosa, papaveriﬁa o ambas), no obstante que el contenido
inicial de AMPc intraespermitico fue diferente entre ellos por
la incubacibn en un medio o en otro

El n@imero de espermatozoides que se capacit6 en el medio MCM o
en el medio MCM adicionado de glucosa, no fue significativa-
mente diferente entre si a los 5, 30 o 60 min de incubacién;

a pesar de que el coptenido inicial de AMPc de los esperma-
tozoides incubados en el medio suplementado con glucosa, fue
mayor

Los espermatozoides de cuyo con una concentracifn de AMPc
cercana al basal, dentro de los primeros 30 seqg de incubacibn
parecen no capacitarse ni a 5 ni a 15 min de incubacién en un
medio capacitante

Los espermatozoides de cuyo se inmovilizaron después de estar en
contacto con la solucién de NaCl 154 mM (37°C), por un periodo
mayor de 50 min. Los gametos reactivaron su movilidad dentro
de los primeros 2 min de haber ocurrido el incremento del
contenido de AMPc intraespermitico (a los 30 seg de iniciada
la incuhacifn en el medio capacitante)

La presencia de glucosa en el medio de incubacibn indujo un
movimiento activo de vibracifn en los espermatozoides de cuyo,

que se conseryd aun después de ser transferidos a MCM, BEste
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movimiento no parece ser mediado por el incremento adicional

de AMPc inducido por la glucosa

Estos resultados sugieren que el incremento del contenido de
AMPc intracelular que se observa al inicio de la incubacién de los
espermatozoides de cuyo en un medio capacitante, parece no tener
relacién directa con su tiempo de capacitacién. Parece ser que
este incremento inicial del nivel de AMPc, activa los mecanismos
del espermatozoide que le permiten adquirir la movilidad activa,
requerida para la subsecuente fertilizacifn del 8vulo. Pero, la
pregunta ¢La capacitacién espermdtica se inicia por la participa-
cifn de cierto nivel (umbral) de AMPc, o no es asf?, queda abierta

para subsecuentes investigaciones.
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