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I. Glosario.

AC - Adenilato Ciclasa.

ACs - Adenilato Ciclasa Soluble.

ADN - Acido desoxirribonucleico.

AMP — Monofosfato de Adenosina.

AMPc — Monofosfato Ciclico de Adenosina.
ARF - Factor de ADP-ribosilacion.

ATP - Adenosina Trifosfato.

Ca*? - lon Calcio.

CAT - Catalasa.

Cl - lon Cloro.

CO:z2 - Dioxido de Carbono.

CSP - Complejo de Sefales Proteinicas.
CTC - Clorotetraciclina.

Cys - Cisteina.

DAG - Diacilglicerol.

ERO - Especies Reactivas del Oxigeno.
FIV - Fertilizacion In Vitro.

GCL - Glutamato Cisteina Ligasa.

GCLC - Glutamato Cisteina Ligasa, Subunidad Catalitica.
GCLM - Glutamato Cisteina Ligasa, Subunidad Reguladora.
Glu - Acido Glutamico.

Gly - Glicina.

GMPc — Monofosfato Ciclico de Guanosina.
GPCR - Receptor Acoplado a Proteinas G.

GPX - Glutation Peroxidasa.
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GR - Glutation Reductasa.

GSH - Glutation Reducido.

GSSG - Glutation Oxidado.

GST - Glutation S-transferasa.

H* - Protdn (Cation de Hidrégeno).

H20:2 - Peroxido de hidrogeno.

HCOs™ — lon Bicarbonato.

HOCI - Acido hipocloroso.

Hv - Canal Especifico de Protones.

IPs — Trifosfato de Inositol.

K - Potasio.

LPA - Acido Lisofosfatidico.

LPA-receptor - Receptor de Acido Lisofosfatidico.
MAE - Membrana Acrosomal Externa.

MAI - Membrana Acrosomal Interna.

MAPK — Proteina Cinasa Activada por Mitdégenos.
Na - Sodio.

NADPH - Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato
NBC — Cotransportador Na / Bicarbonato.

NO- - Oxido Nitrico.

O?- - Anién superoéxido.

O:2 - Oxigeno.

OHe - Radical Hidroxilo.

ONOO- - Peroxinitrito.

PA - Acido Fosfatidico.

PC - Fosfatidilcolina.
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PIP2 - Fosfatidilinositol Bifosfato.
PKA - Proteina Cinasa A.

PKC - Proteina Cinasa C.

PLC - Fosfolipasa C.

PLD - Fosfolipasa D.

PUFA - Acidos grasos poliinsaturados.

RA - Reaccion Acrosomal.
ROe- - Radical Alcoxilo.
ROO- - Radical Peroxilo.

ROOH - Hidroperoxidos organicos.

sNHE- Na / Hidrégeno Intercambiador.

SOD - Superéxido Dismutasa.
TK - Tirosina Cinasa.

TP - Tirosina Fosfatasa.

TPe - Teca Perinuclear.

VPA - Vaina post Acrosomal.
ZP - Zona Pelucida.

Y-GT - y-Glutamil Transpeptidasa.
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II. Resumen.

Después de que los espermatozoides abandonan el testiculo no son
capaces de fertilizar al ovocito, por lo que deberan pasar por un par de
estructuras para adquirir esa capacidad: 1) el epididimo y 2) el tracto
reproductor femenino. El primero le permitira adquirir el potencial para llevar
a cabo la capacitacion y reaccion acrosomal, en el segundo es donde se
desarrollaran estos dos procesos y concluird con la fertilizacion. Los
espermatozoides dependen del Oz, entre otras cosas, para la obtencion de
energia; sin embargo, el consumo de Oz genera metabolitos y moléculas
peroxidativas (prooxidativas), conocidas como especies reactivas de oxigeno
(ERO), las cuales tienen efectos nocivos en los espermatozoides,
provocando dafios a la membrana plasmatica y al ADN, afectando asi la
movilidad y viabilidad celular. Sin embargo, existe informacion que indica
que la generaciéon de las ERO esta implicada en las distintas vias de
sefalizacion, favoreciendo procesos como la capacitacion espermatica. Los
sistemas enzimaticos antioxidantes [superéxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GPX)] son los encargados de proteger al
espermatozoide contra la generacion de estrés oxidante. Particularmente la
GPX se encarga de metabolizar el peroxido de hidréogeno (H202) producido
de manera endogena, usando como sustrato al glutation reducido (GSH) y
qgue, por accion de esta enzima, es oxidado (GSSG) y puede volver a su
estado reducido por accién de la enzima glutation reductasa (GR) para que
el GSH vuelva a tener actividad antioxidante; proceso conocido como ciclo
redox. El objetivo del presente trabajo fue determinar el papel de la

concentracion de GSH en la regulacién de los procesos de fosforilacion de
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tirosinas y formacion de grupos sulfhidrilo (SH), en espermatozoides
porcinos, durante el proceso de capacitacion. Se adicionaron diferentes
concentraciones de GSH (0, 0.5, 1.0 y 5.0 mM) en medio capacitante y se
determind el proceso de capacitacion in vitro en espermatozoide de cerdo,
usando como indicadores la fosforilacion de residuos de tirosina de las
proteinas y la formacion de grupos sulfhidrilo. Se demuestra que hay un
mayor porcentaje de espermatozoides capacitados cuando se adicioné la
concentracion de GSH 1mM, asociado con una mayor fosforilacion de
residuos de tirosinas; asi como una menor capacitacion espermatica cuando
se adicion6é una concentracion de GSH 5mM, asociado con una mayor
cantidad de grupos SH. Por lo tanto, se puede sugerir que el GSH participa
en la fosforilaciébn de residuos de tirosina y en la formacion de SH en el
proceso de capacitacion y que la concentracién optima de GSH es de 1mM,
ya que las concentraciones mas altas o bajas no tienen el mismo efecto en
el proceso de capacitacién en espermatozoides de cerdo. Estos resultados
permitirdn apoyar la reproduccion asistida, usando concentraciones optimas
de GSH en semen fresco o congelado, y con futuros estudios, se podria

proponer para otras especies, incluido el humano.
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I1l. Abstract.

After spermiation, the sperm cells are unable to fertilize the egg,
therefore it must go through a couple of maturational processes to acquire
that capacity: 1) in the epididymis and 2) in the female reproductive tract. In
the First one, they will acquire the potential to capacitation and acrosome
reaction in the second one, concluding with fertilization. The sperm cells are
O2 dependent, inter alia, for obtaining energy, however, Oz consumption and
its metabolites generate prooxidative molecules, all known as reactive
oxygen species, which are known for their harmful effects in sperm cells,
causing damage to the plasma membrane, DNA; thus affecting the motility
and cell viability. But now there are information indicating that ROS
generation is involved in several signaling pathways, favoring processes
such as sperm capacitation. The system of antioxidants enzymes:
superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase; protect the
sperm cells against oxidative stress. Particularly GPX metabolized the
hydrogen peroxide (H202) endogenous, using as substrate the reduced
glutathione (GSH) and by action of this enzyme is oxidized (GSSG), it returns
to its reduced by action of the enzyme glutathione reductase (GR), so GSH
will have again, antioxidant activity, a process known as redox cycle. The aim
of this study was to determine whether the concentration of GSH is important
in regulating the processes of tyrosine phosphorylation and formation of
sulfhydryl groups in the boar sperm capacitation. Different concentrations of
GSH were added in capacitation medium (C, 0.5, 1 and 5 mM) and the

capacitation in vitro, tyrosine phosphorylation and formation of sulfhydryl
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groups (SH) in boar sperm cells were determined. A higher percentage of
capacitated sperm, is observed when we added 1 mM GSH, associated with
increased of tyrosine phosphorylation; and a lower sperm capacitation is
observed when we added 5 mM GSH, associated with a greater amount of
SH. Therefore, it can be concluded that GSH can regulate phosphorylation of
tyrosine residues and the formation of SH in the sperm capacitation, requiring

optimal concentrations of GSH for sperm capacitation in boar.
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IV. Introduccién.

Una caracteristica distintiva de la reproduccion sexual es la
interaccion entre los gametos masculino y femenino para la generacion de
un nuevo individuo, lo cual involucra una serie de procesos que resultan tan
complejos como variados, dichos procesos se encuentran organizados y
orquestados por el sistema neuroendocrino y, en el caso muy particular del
espermatozoide, su proceso para ser una célula plenamente apta para la

fertilizacion, termina en el tracto reproductor femenino [1].

La produccién de gametos masculinos ocurre en el testiculo y se da a
través de un proceso conocido como espermatogénesis. Los
espermatozoides, hasta este momento, no son capaces de fertilizar al
ovocito, por lo que deberan ingresar al epididimo para completar su
maduracion. Este proceso le permitira a la célula completar los cambios
estructurales y funcionales que les proporcionaran el potencial para llevar a
cabo los procesos de capacitacion y reaccion acrosomal (RA) en el tracto

reproductor femenino, lo que les permitiran concluir en la fertilizacién [1, 2].

Después de que los espermatozoides han recorrido la cabeza y el
cuerpo del epididimo, son almacenados en la porcion de la cola antes de ser
eyaculados; en el cerdo se ha reportado que el transito de los
espermatozoides por el epididimo es de aproximadamente 9 dias [3, 4]. El
proceso de eyaculacion es activado por el sistema nervioso central,
promoviendo que las fibras musculares que rodean al epididimo favorezcan
la expulsion de los espermatozoides hacia la uretra y la interaccion que

tienen con las secreciones de las glandulas sexuales accesorias formaran el
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semen [3]. Sin embargo, el espermatozoide adn tiene que pasar por un par
de procesos mas, antes de llevar a cabo la fertilizacion: La capacitacion
espermdtica y RA. En humanos este proceso parece estar regulado, en
parte, por reacciones de Oxido-reduccion [5, 6] donde participan las especies
reactivas del oxigeno (ERO). Los espermatozoides, al igual que otras células
en condiciones aerdbicas, son capaces de producir ERO, las cuales se
consideran nocivas para los espermatozoides, provocando dafios en la

membrana y ADN; afectando la movilidad y viabilidad espermatica [7, 8].

Sin embargo, existe evidencia que indica, que la generaciéon de las
ERO estd implicada en la adquisicion de la capacidad fertilizante de los
espermatozoides, procesos entre los que se encuentran: la capacitacion y la
RA [5, 6]. Se postula que la generacion de cantidades controladas de ERO,
tales como el anion superoxido (Oz2) y su producto de dismutacién, el
peroxido de hidrégeno (H202), estan involucradas en la regulacién y

funciones fisiologicas de los espermatozoides (Figura 1) [5, 6].
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02 Oxigeno diatémico
NAD(P)H

Cadena Respiratoria Mitocondrial

NAD(P)*

O2 Anion superéxido

H* Super Oxido Dismutasa

H202 Peréxido de hidrégeno

Catalasa Glutation Peroxidasa
H,O /’\ H,O
2GSH GSSG

N

Glutation Reductasa

Figura 1. Ciclo redox. La cadena respiratoria mitocondrial se ha descrito
como el sitio principal donde se producen las ERO, la enzima superdxido dismutasa
convierte al O2" en H202, el cual tiene que ser eliminado del sistema, esto lo puede
realizar la enzima catalasa o glutation peroxidasa, esta ultima utiliza glutation

reducido (GSH) como el donador de electrones [9].
V. Sintesis y Maduracién de Espermatozoides.

La espermatogénesis, es un proceso dinamico tanto en el espacio
como en el tiempo. En términos generales se reconocen tres fases que la
caracterizan: mitosis o proliferacion, meiosis o reduccién, y diferenciaciéon o

espermiogenésis (Figura 2) [10].
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Mermbrana basal del tibulo seminifero

)

Espermalogonia en reposo

_ ' Espermatogonia tipo A
< (pueden sor varas generacionas)

> Mitosis

. . Esparmatogonia intermedia (2n)

/\

Espermalogonia lipo B

/

O

-/
Espermatocito primario

Of""

.\ - 12 division meiatica {n}

y

O Espermalocitos secundarios

oy

/ ‘\ = 28 division meidtica (n)

F o
O C} Espermalidas
Vo

Espermaloroides

Figura 2: Diferentes divisiones celulares durante la espermatogénesis: La
proliferacién celular comienza por la division mitética de una espermatogonia, en
espermatogonia tipo A y tipo B, para continuar su division en espermatocito
primario, posteriormente y por una primera divisibn meibtica convertirse en

espermatocito secundario y en una segunda division esperméatida, para finalmente

diferenciarse en espermatozoide [2].
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En la fase de proliferacion, las espermatogonias experimentan varias
divisiones mitGticas para formar espermatocitos, los cuales, por division
meidtica, forman espermatidas haploides y durante dicha division se realiza
el intercambio genético y la transformacion en células haploides al final de la

meiosis [10, 11].

Por ultimo, las espermatidas se diferencian en espermatozoides como
resultado de wuna complicada metamorfosis, mejor conocida como
espermiogénesis, la cual involucra modificaciones estructurales en la forma
del nudcleo, la compactacion de la cromatina nuclear, la formacién del
acrosoma, el establecimiento de un flagelo que le permitira posteriormente la
movilidad y la fagocitosis del citoplasma por la célula de Sertoli. En
consecuencia, la espermatogénesis constituye la renovacion y proliferacion
de espermatogonias indiferenciadas, su diferenciacion, la meiosis de los
espermatocitos y la metamorfosis de las espermatidas para formar

espermatozoides [10, 11].

La duracion total de la espermatogénesis es de aproximadamente 30
a 75 dias en los mamiferos. En el caso particular del cerdo, la
espermatogénesis dura alrededor de 40 dias, ocupando una gran cantidad

del tiempo en la diferenciacion [11, 12].

Los espermatozoides recién liberados del testiculo no son capaces de
exhibir movilidad progresiva, de experimentar capacitacion, RA, ni de
fecundar al ovocito; estas habilidades son desarrolladas durante su paso por
el epididimo mediante un proceso conocido como maduracion espermatica

epididimaria [13]. Una vez adquiridas esas capacidades, los
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espermatozoides son almacenados, acumulandose hasta alcanzar una
cantidad suficiente de espermatozoides, y asegurar que la inseminacion sea

exitosa [14].

La maduracibn espermatica epididimaria consiste en cambios
estructurales y funcionales que ocurren en el espermatozoide durante su

paso por el epididimo. Estos cambios incluyen:

a) Marcado incremento en el vigor de la movilidad, el paso del

movimiento No progresivo a progresivo.

b) El desplazamiento de la gota citoplasmica del cuello a la pieza

media o distal del flagelo, para posteriormente perderse.

c) Cambios en la carga eléctrica de toda la superficie celular,
resultado de modificaciones en las proteinas de la membrana

plasmatica.

d) Modificacién del cociente fosfolipidos / colesterol en la membrana

plasmatica del espermatozoide.

e) En algunas especies, la remodelacion masiva de la forma del

acrosoma como en el raton.

Con estas modificaciones, el espermatozoide adquiere parte de su

habilidad para fertilizar al ovocito [14, 15].

En la mayoria de los mamiferos estudiados, los espermatozoides son

almacenados en la cola del epididimo en un estado de quiescencia antes de
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la eyaculacion, estado que es mantenido por uno 0 mMAas mecanismos

diferentes, entre los que se pueden mencionar [14]:

a) La disminucién de la concentracién del ion sodio en el lumen del

tubulo epididimario.

b) La alta concentracion de espermatozoides (millones/mL), lo cual

reduce la concentracién de Oz y aumentara la de COs..

c) La secrecion de mucoproteinas viscosas por parte de las células

epiteliales.

d) La produccién de acidos permeables que mantienen los valores de

pH bajos en el interior de los espermatozoides [14].

El tiempo de almacenamiento de los espermatozoides en la cola del
epididimo, puede variar entre especies, reportando entre 15 y 22 dias,

aunque pueden ser almacenados mucho mas tiempo [15].

Los espermatozoides cuentan con moléculas conocidas como
factores descapacitantes que evitan que se capaciten; estas moléculas se
originan en las secreciones testiculares, epididimarias y seminales, por
ejemplo: el zinc (Zn*?) y el colesterol; estos funcionan protegiendo a los
espermatozoides durante su periodo de almacenamiento en la regién caudal
del epididimo, estabilizando el acrosoma; es importante su remocion, pues
estos factores actiuan bloqueando a los receptores o grupos electrostaticos
localizados en la membrana [13] y evitan también que se unan a la zona
pelucida (ZP) del ovocito. De igual forma en los espermatozoides se han

identificado receptores de hormonas esteroides en la membrana plasmatica,
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en el caso particular del cerdo se han identificado receptores a estrogenos y
androgenos [16, 17], en el caso del humano se han reportado también
receptores a estrogenos y progesterona [18], en ambos casos la presencia
de estas hormonas y la actividad de sus receptores se relaciona

directamente con la capacitacion [19-21].

VI. Capacitacién Espermatica.

a. Definicion.

El proceso de capacitacién espermatica inicia en el tracto reproductor
de la hembra y consiste en cambios fisiolégicos y bioquimicos que se
producen en el espermatozoide durante su transito por el tracto reproductor
femenino, para adquirir su capacidad fertilizante, ademas, se requiere de la
comunicacién entre el espermatozoide y el ambiente del tracto reproductor
de la hembra para que este se pueda desplazar y llegue a la primera parte

del oviducto, donde finalmente adquirira la hiperactivacion [19].

En la actualidad, se puede llevar a cabo la capacitacién in vitro,
realizando la incubacién en medios de fertilizacion in vitro (FIV) o en medios
ricos en calcio (Ca*?) y bicarbonatos. De igual forma se pueden utilizar
espermatozoides de origen epididimario o directamente del eyaculado,
reportdndose que, los espermatozoides de origen epididimario, de la region
de la cauda, pueden alcanzar la capacitacion in vitro y fertilizar al ovocito de

una forma mas eficaz que los espermatozoides del eyaculado [22, 23].

Para lograr una mejor comprension del fendmeno de capacitacion

espermatica, es importante mencionar que en el caso muy particular del
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cerdo se ha reportado una longitud total del espermatozoide de 50-60 pum y

estructuralmente el espermatozoide se divide en (Figura 3) [22, 24]:

Cabeza. Tiene una longitud de 8.84 a 8.95 ym y un perimetro de
26.33 a 27.65 ym y es el lugar donde se localiza el nucleo que
contiene al ADN altamente condensado, gracias a las proteinas
denominadas protaminas. El principal elemento del citoesqueleto de
la cabeza del espermatozoide es la teca peri nuclear (TPe), una
capsula rigida que cubre el nudcleo de los espermatozoides de
mamiferos, y tiene como funcion la union de las membranas
espermaticas y la preservacion de su integridad. La TPe se subdivide
en dos regiones: la capa subacrosomal (sirve para anclarlo a las
vesiculas derivadas del aparato de Golgi) y postacrosomal, la cual se
considera que participa en la activacion del ovocito durante la
fertilizacion, de igual forma, es el sitio donde se encuentra la actina en
algunos mamiferos; el segmento ecuatorial, es considerado como un
complejo super doblado de la TPe; la membranas acrosomal interna
(MAI) y externa (MAE); que transportan receptores involucrados en la
union espermatozoide-ovocito; la vaina post acrosomal (VPA); la cual,
tiene un complejo de sefales de proteinas (CSP) o factores
activadores del ovocito.

Flagelo. Es la parte encargada del movimiento, se divide en cuatro
regiones: la pieza de conexién, con una longitud de 1 um, es la que
une a la cabeza con el flagelo; la pieza media, con una longitud de 10

um, es donde se encuentran las mitocondrias en un arreglo helicoidal;
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la pieza principal, la cual abarca la mayor parte del flagelo utilizada en
la propulsion, cuya longitud varia entre 30 y 50 um, y la vaina fibrosa

o parte terminal, la cual mide 3 pum.

12
13

Db W NS

}cabeza

[}

ecuatorial
post,
eclatoria

pieza media

}ﬂagelo

|/ i i
Figura 3. Partes del espermatozoide vistas a través de un corte sagital: A)

Cabeza, pieza media y flagelo: la cabeza se divide en 4 regiones: apical, pre-
ecuatorial, ecuatorial y post-ecuatorial. B) 1: Membrana plasmatica, 2: Membrana
acrosomal externa, 3: Contenido acrosomal, 4: Membrana acrosomal interna, 5:
Nucleo celular, 6: Contenido de ADN altamente condensado, 7: Anillo posterior o
placa basal, 8: Pieza media, 9: Mitocondria, 10: Anillo anular, 11: Flagelo. C)
Contenido acrosomal que es liberado durante la RA, (enzimas hidroliticas) 12:
Vesicula (fusién de la membrana plasmatica con la membrana acrosomal externa,
13: Secrecion acrosomal. (D) Exposicibn de la membrana acrosomal interna

después de la reaccion acrosémica, 14: Estructura de horquilla [25].

Por otro lado, se ha reportado que la localizacion de la actina en la

region del acrosoma de algunos mamiferos respalda su posible participacion
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en la capacitacion espermatica y en la RA; asi, los procesos de
polimerizacion y despolimerizacion de la actina podrian estar involucrados
en la funcion espermatica. En el espermatozoide de cerdo, la inhibicion de la

polimerizacion de la actina bloquea su capacidad para fertilizar [19].

Asi mismo, el axonema es el nucleo estructural responsable de la
movilidad del espermatozoide, el cual se compone de nueve dobletes (A 'y B)
de microtubulos periféricos y dos microtdbulos centrales, esta disposicion
estara presente en toda la longitud del flagelo. Los brazos de dineina, los
cuales se encuentran anclados a los microtdbulos y se presenta tanto de
forma interna como externa son los principales encargados del deslizamiento

de los microtubulos (Figura 4) [7].

Se ha descrito que los dos brazos de dineina tienen diferentes
funciones, por un lado, los brazos externos de dineina presentan una
distancia de 24 nm a lo largo de los microtibulos y su unién con el
microtubulo A se ha descrito como insensible al ATP. Por otro lado, los
brazos internos de dineina se presentan en tres sub-unidades y se
distribuyen por igual en segmentos de 96 nm. La primer sub-unidad es de
cadenas pesadas (a y B de aproximadamente 500 kDa) y presentan cuatro
sitios de union al ATP. La segunda sub-unidad, conocida también como de
cadenas intermedias (60-120 kDa), se encuentra en la base de las
moléculas de dineina y también son insensibles al ATP. Por ultimo, se
presenta la sub-unidad de cadena ligera (8-20 kDa), son proteinas que
tienen funciones diversas como las de unién con el Ca?" y funciona de

manera similar a la tiorredoxina. De esta manera los brazos externos de

27

——
| —



dineina determinan la velocidad maxima y los brazos internos de dineina

regulan la formay la onda flagelar (Figura 4) [7].

El complejo regulador de dineina esta fuertemente unido a la red de
microtubulos y podria funcionar como andamio para enzimas que regulan y
modifican la actividad de la dineina o0 como un sensor para la tension dentro
del axonema ademas de proporcionar realimentacion mecanica a los brazos

de dineina (Figura 3) [7].

A un costado de los brazos internos de dineina y anclado en los
microtubulos A, se encuentran los radiales, estructuras en forma de “T”, los
cuales se han sefialado como proteinas de unidn con la proteina cinasa A
(PKA) vy, debido a su ubicacion, los radiales proporcionan un enlace
estructural entre el aparato central y los brazos de dineina. La pareja de
radiales centrales regula la velocidad de deslizamiento de los microtabulos y
coordina la actividad de los brazos tanto internos como externos de dineina,
dependiendo de la disponibilidad de ATP. Por lo tanto, los microtubulos del
par central y los radiales son esenciales para la movilidad; ademas, la
interaccién de estas estructuras podria actuar como un transductor de sefial
quimica y mecanica para controlar el tamafio asi como la forma de la curva
flagelar y para la modificacion de la movilidad en respuesta a sefales

especificas (Figura 4) [7].

De igual manera las tubulinas a y B son los principales componentes
de los microtubulos y son de gran importancia para dar estructura y

movilidad. La tubulina estd a menudo sometida a modificaciones post
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traduccionales, por ejemplo fosforilacion, esta modificacion es sumamente

importante para la movilidad del axonema [7].

Radial Microtubulos de
Cabeza Tallo subfibras Ay B

>— by

. Complejo de
Complejo regulador <« :
de dineina 7 acoplamiento
B . ’
\\ prpnei \ Otro brazo de dineina ;

v

Enlace

compone de nueve dobletes de microtubulos periféricos y dos microtubulos
centrales, esta disposicion estara presente en toda la longitud del flagelo.
Los brazos de dineina se encuentran anclados a los microtubulos y se
presentan tanto de forma interna como externa, siendo los principales

encargados del deslizamiento de los microtubulos [7].

b. Cambios Durante la Capacitacion.

En el proceso de capacitacion, el espermatozoide pasa por una serie
de transformaciones, caracterizadas por la hiperactivacion producto de
cambios membranales, en el metabolismo energético, asi como una
importante actividad enzimatica; cabe aclarar que, sélo los espermatozoides
capacitados pueden someterse a RA [5]; sin embargo, estos procesos no se
desarrollan adecuadamente sin antes haber completado los procesos
previos como la espermatogénesis (en el testiculo) y la maduracion
espermatica epididimaria [26]. De igual manera, las ERO tienen una
participacion en el proceso de capacitacion, donde se han asociado con un

aumento en la fosforilacion de tirosinas, las ERO estimulan directamente a la
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enzima adenilato ciclasa soluble (ACs) y la tirosina cinasa (TK) e inhibe a la

tirosina fosfatasa (TP) [27].

Se conocen algunas modificaciones en las lipoproteinas de la

membrana plasmatica (Figura 6) [19]:

a) Activacidon de canales ionicos que intervienen en la activacion
de mecanismos de transduccion de sefales como flujo de Ca*?, sintesis de
AMPc (Monofosfato Ciclico de Adenosina), procesos de fosforilacion-

desfosforilacion de proteinas).

b) Cambio del metabolismo energético que conduce a la
desestabilizacion de la membrana plasmética en la regién acrosémica y la

hiperactivacion del movimiento flagelar.

Ademas, durante la capacitacién espermatica también las proteinas y
los lipidos de membrana son modificados, lo que permite que el
espermatozoide sea capaz de unirse a la zona pelucida y que lleve a cabo la

RA [13, 19].

c. Hiperactivacion Espermaética.

Uno de los cambios en el espermatozoide debido a la capacitacion
espermatica, es la hiperactivacion (Figura 5). ElI espermatozoide
experimenta una serie de cambios en su movimiento flagelar caracterizados
por [7]:

- Movilidad no progresiva.

- Aumento en el movimiento y flexion del flagelo.
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- Gran amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza.

- Trayectoria irregular y tortuosa.

(A) (B)
X §§§ o
/\R’\\_ @i’jj\&

e

Figura 5. (A) Trayectoria sin hiper-activacion, rectilinea (B)

Trayectoria hiper activada, irregular [7].

El motivo de la hiperactivacion es que el espermatozoide debe
generar la fuerza requerida para la penetracion de la capa de células de la
granulosa y la insercién inicial en el ovocito [28].

De esta forma, los espermatozoides mantienen gradientes idnicos
precisos a través de su membrana plasmatica, mismos que son regulados
por ATPasas dependientes de Na*/K* y Ca?*, asi la alteraciéon en la
concentracion ioénica activa enzimas del acrosoma y enzimas relacionadas
con los cambios en la movilidad [29].

Para inducir la hiperactivacion se requiere Ca?* intracelular, elevacion
intracelular del AMPc y aumento del pH intracelular. La hiperactivacién del

flagelo se debe a que el Ca?* se une a proteinas fijadoras en el brazo

externo de la dineina, la cual se encuentra en la parte interna del flagelo [30].
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Por su parte, la dineina es responsable de la conversion de energia quimica
a partir de la hidrolisis de ATP en energia mecanica para la movilidad [7]. El
Ca?* puede provenir de diversos lugares, como (Figura 6) [29]:

a) Reservas intracelulares, mediadas por los receptores de

inositol 1,4,5 trifosfato (IPs) en el reticulo endoplasmatico.

b) Mitocondria.

C) Extracelular (sistemas de transporte Na*/H* y Na*/Ca?*).

Es importante destacar que la albumina presente en el tracto
reproductor de la hembra remueve el colesterol de la membrana plasmatica
del espermatozoide, modificando asi sus propiedades, este hecho también
puede activar directamente canales i6nicos, aumentado de esta manera las
concentraciones de Ca*? intracelular [31].

De igual forma, se ha descrito la posible participacion de un
cotransportador (NBC, por sus siglas en inglés Na*/Bicarbonate
Cotransporter) posiblemente activado por el Ca*? extracelular, el cual
favorece la entrada de Na* y HCOs", donde este ultimo resulta fundamental
para la activaciéon de la enzima ACs, la cual se encuentra soluble en el
citosol, de esta manera aumenta la produccion de AMPc [31].

Asi mismo, se ha reportado un canal (SNHE, por sus siglas en inglés
Na*/Hydrogen Exchanger) que funciona intercambiando Na* y H* que, en
conjunto con un canal especifico de protones (Hv) regulado por el Zn*?
elevan el pH intracelular; dicho aumento es relevante ya que puede activar
canales i6nicos (Ca*?, Cl y K*) favoreciendo la hiperactivacion. Al mismo

tiempo, el aumento en los niveles de AMPc activa a la PKA, estimulando la
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TK, y ésta a su vez, la fosforilacion de tirosinas, proceso que se asocia con

la capacitacion espermatica (Figura 6) [31].

Albumina
PMCA4

Flagelo

HCO4~ .
“ Glucolisis

HCO;~ —= cAMP T —= pHiT —= [Ca?*}JiT — Hiperactivacion
Envoltura
Nuclear
Redundante
(ENR)

Fosfatasa ————— PKA == —=—TK C itaciony R ion Acrosomal

Na* K* 2CI- HCO,;~ Na* Na*
NKCC SLC26 CFTR ENaC SLO3 Kir

(Modificado de: Darszon, et al 2011)

Figura 6. Acontecimientos que suceden durante la capacitacion

espermatica y reaccion acrosomal [31].

VIIl. Reaccion Acrosomal.

a. Definicion.

Se puede definir como la unién de las membranas plasmatica externa
y acrosomal externa del espermatozoide con la membrana de la ZP del
ovocito en multiples sitios, los cuales son especie especificos, liberando asi
el contenido, principalmente de enzimas hidroliticas al medio externo,
permitiendo de esta forma el paso de espermatozoide a través de la ZP

(Figura 7) [19].
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Ovocito

Figura 7. Secuencia de la reaccién acrosomal. (A) Espermatozoide recién
eyaculado. (B) Espermatozoide hiperactivado capaz de unirse a la matriz
extracelular, también llamada zona pellcida (ZP). (C) La unién del espermatozoide
a la ZP desencadena la reaccidbn del acrosoma y liberacibn de enzimas
acrosémicas. (D) Enzimas hidroliticas secretadas por el acrosoma del
espermatozoide degradan la ZP, para posteriormente entrar en el espacio
perivitelino. (E) Estructura en horquilla. (F) Fusién del espermatozoide con el
oolema del ovocito. 1: Espacio perivitelino; 2: Zona Pellcida; 3: Oolema (membrana

plasmatica del ovocito) [25].

34

——
| —



b. Cambios Durante la Reaccién Acrosomal.

La progresion del espermatozoide a través de la ZP es facilitada por la
existencia de sitios de unidn especificos entre la membrana acrosomal
interna y las proteinas de la ZP que conducen al espermatozoide hasta el
espacio perivitelino del ovocito, quedando asi en contacto la region
ecuatorial con la membrana plasmatica del ovocito, lo cual induce la
penetracion del espermatozoide al interior del citoplasma del gameto
femenino; sin embargo, la RA también puede ocurrir de forma espontanea,

incluso cuando el espermatozoide esta aun en el epididimo [13, 32].

Los mecanismos que provocan la RA no estan del todo dilucidados,
sin embargo, se ha encontrado actividad de cinasas, aumento en la
concentracion citosélica de Ca?* y aumento del pH intracelular [31, 33].
Como se ha mencionado anteriormente, la presencia de Ca?* es sumamente
importante para procesos fisioldgicos en el espermatozoide y la RA no es la

excepcion [31, 34].

Es importante destacar que antes de que ocurra la RA, la membrana
acrosomal externa y la membrana plasmatica son independientes y
mediante una estructura de filamentos de F-Actina se mantienen separadas,
evitando que se fusionen y libere el contenido acrosomal antes de tiempo

[29, 35].

La polimerizacién de la actina depende de la activacion de fosfolipasa
D (PLD), a través de la via de HCO3 / AMPc / PKA por activacion del

receptor acoplado a proteina G (GPCR), del acido lisofosfatidico (LPA) o su
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receptor (LPA-receptor), asi como de la via proteina cinasa C (PKC). Se ha
reportado que el espermatozoide posee receptores a LPA, los cuales al ser
activados por su ligando, resultando en la activacion de la PKC, aumentando
los niveles de Ca*? intracelular, y activan la polimerizaciéon de la actina
dependiente de PLD. Por otro lado, la MAP-cinasa (MAPK), la TK, y el factor
de ADP-ribosilacién (ARF) estan implicados en la activacion PLD, lo que
lleva a la hidrdlisis de la fosfatidilcolina (PC) para producir acido fosfatidico
(PA), el cual regula la polimerizacion de la G-actina a F-actina. De igual
forma, la fosfolipasa C (PLC) hidroliza al fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) en
diacilglicerol (DAG) e IPs, por su parte el DAG activa a la PKC y el IP3
favorece la salida de Ca*? de los reservorios del reticulo endoplasmatico,
resultando en un aumento del Ca*? intracelular; todas las vias anteriormente
descritas estan involucradas en los procesos de capacitacion espermatica y

RA (Figura 8) [35].
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Figura 8. Remodelacién de la Actina en el espermatozoide: Fosfolipasa D
(PLD), proteina cinasa A (PKA), receptor acoplado a proteina G (GPCR), acido
lisofosfatidico (LPA), receptor acido lisofosfatidico (LPA-receptor), proteina cinasa C
(PKC), MAP-cinasa (MAPK), tirosina cinasa (TK), factor de ADP-ribosilacion (ARF),
fosfatidilcolina (PC), acido fosfatidico (PA), la fosfolipasa C (PLC), fosfatidilinositol

bifosfato (PIP2), diacilglicerol (DAG), inositol trifosfato (IP3) [35].

Como se habia mencionado previamente, estos procesos son
dependientes de reacciones de 6xido-reduccion donde el papel del glutatién

pudiera ser fundamental.
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VIIl. Participacion de las Especies Reactivas del Oxigeno (ERO) en
la Capacitacion.

Las ERO, son atomos o0 moléculas que tienen un electron
desapareado [36-38], en el espermatozoide se han descrito dos fuentes
principales: la mitocondria y la Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato
(NADPH oxidasa). Sin embargo, la NADPH oxidasa alcanza su actividad
méaxima en espermatozoides testiculares, y disminuye gradualmente
conforme avanza la maduracion esperméatica en el epididimo, esto nos
quiere decir que uno o varios factores para la actividad de la NADPH
oxidasa, aparentemente, se encuentran ausentes en espermatozoides
epididimarios. Por lo que la participacién de las ERO en espermatozoides,
producto de la actividad de NADPH oxidasa, es inversamente proporcional a
su estado de maduracion, teniendo como fuente principal la mitocondria.
Aunque ya existen reportes de la actividad de la NADPH oxidasa (Nox5)
como una fuente importante de ERO en espermatozoides de humano [36,

39-41].

La fuente de la produccién de ERO en espermatozoides humanos no
se ha aclarado totalmente. Sin embargo, recientemente se detectd Nox5 en
espermatozoides humanos, informandose de la generacion de ERO por esta
enzima, ademas otro estudio reporta la presencia de Nox5 en eyaculado de
humano y la relacionan con anormalidades morfologicas, correlacionando

positivamente la generacion de ERO con la actividad de Nox5 [41, 42].

Diferentes estudios han demostrado que la diphenylene iodonium

(DPI) inhibe la fosforilacion de tirosina en espermatozoides de ratén, toro,
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hamster y humano [43-50]. Debido a que DPI es un inhibidor muy potente de
NADPH, los resultados evidencian su participacion en la capacitacion
espermatica, pero también es un inhibidor de la generacion de ERO

mitocondrial [51].

Aunque varios grupos han confirmado que los espermatozoides de
ratén, toro, hamster y humano contienen Nox5, no hay evidencia definitiva
de la participacidon bioquimica de esta enzimas en la capacitacion
espermatica, sin embargo, existen estudios donde relacionan a la Nox5, en
espermatozoides de humano, con la movilidad de estas células, reportando
que la actividad de Nox5 aumenta las concentraciones de Ca*? intracelular y

también podria estar implicada en la activacion de cinasas [41].

Se ha descrito que el espermatozoide humano tiene toda la
maquinaria necesaria para la produccion de ERO, esta produccion se da en
cantidades controladas para que las ERO sean funcionalmente importantes
para el espermatozoide, ya que se han relacionado directamente en la
fosforilacion de tirosina asociada con la capacitacion espermética [52]. Sin
embargo, cuando la produccion de ERO excede las defensas antioxidantes

del espermatozoide se presenta estrés oxidante [52].

No obstante, en concentraciones fisiolégicas, puede inducir la
capacitacion espermatica, la RA, y la fosforilacion de tirosina, en humanos,
equinos, rata, raton y toro; sin embargo, la capacitacion espermatica en la

especie porcina es aun material de estudio [53].
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Con respecto a lo anterior, el sistema primario de defensa en contra
de las ERO es el sistema enzimatico antioxidante compuesto por la
superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPX)
[54-56]. La GPX es una de las enzimas antioxidantes que se encarga de
metabolizar el H202 enddgeno, usando como sustrato al GSH y que, por
accion de esta enzima, es oxidado (GSSG), y que posteriormente se reduce
por la enzima glutation reductasa (GR) para que la GSH vuelva a tener

actividad antioxidante, proceso conocido como ciclo redox [9, 57].

Se ha reportado que diversas fases de la maduracion de los
espermatozoides dependen de la oxidacion de moléculas a cargo de las
ERO [27], dentro de estos procesos encontramos la capacitacion y RA de los
espermatozoides [58]. Dichos procesos se han asociado con un aumento en
la fosforilacion de tirosina, donde las ERO estimulan directamente a la

enzima ACs y a la TK e inhibe a la TP [27].

El delicado balance entre el papel nocivo y el papel fisiol6gico de las
ERO, requieren de un sistema de control fino para mantener el equilibrio

redox, como el sistema: GPX/GR/GSH [27].

a. Radicales Libres y ERO

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) son metabolitos que se
derivan de la reduccion del oxigeno, incluyendo radicales libres, tales como
el Oz o el hidroxilo (*OH), también tenemos el H202, que, aungque no es un
radical libre, si es considerada como una ERO. De igual forma, tenemos

especies moleculares derivadas de la reaccion del carbono con O2, como:
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radical peroxilo (ROQe), alcoxilo (RO¢) e hidroperéxidos organicos (ROOH).
ERO también puede incluir otros oxidantes tales como peroxinitrito (ONOQO")

o acido hipocloroso (HOCI), asi como 6xido nitrico (NOe) [59].

Ahora bien, los radicales libres son atomos o moléculas que contienen
uno o mas electrones desapareados, esta caracteristica los hace altamente
reactivos, buscando a otros electrones para estabilizarse. Debido a lo
anterior, los radicales libres y las ERO tienen la capacidad de reaccionar con
diferentes biomoléculas incluyendo proteinas, lipidos y &cidos nucleicos

modificando de esta forma su estructura. [52, 59].

Como se ha descrito previamente las ERO son producidas de forma
intrinseca por el espermatozoide teniendo como fuente principal la
mitocondria [39, 40, 52]. Se ha reportado que la accién de las ERO en los
espermatozoides podria ser el desacoplamiento del transporte de electrones
y la fosforilacion, dando como resultando espermatozoides con problemas
para producir ATP, afectando de esta manera su movilidad [60]. Es probable
que el H202 sea el responsable del dafio a la estructura y funcién del
espermatozoide debido a su alta permeabilidad y a la abundancia de la SOD
mitocondrial y citoplasmatica en mamiferos [60]. De igual manera se ha
descrito que el estrés oxidante es causado por el desequilibrio entre la
produccion de ERO y moléculas antioxidantes responsables de su
neutralizacion y eliminacion [61]. Los espermatozoides de cerdo son
particularmente susceptibles a los efectos adversos causados por las ERO

debido al elevado nivel de &acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de la
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membrana plasmatica [62], ademas de que afectan de manera negativa al

ADN, movilidad y morfologia del espermatozoide [61].

Asi  mismo, se ha reportado que el proceso de
congelacion/descongelacion genera ERO, asociado a estrés térmico. Al
respecto se ha reportado en cerdo y en toro que un desequilibrio entre ERO
y anti-ERO afectan en particular el proceso de capacitacion espermatica de
forma negativa, ya que se sabe que para que dicho proceso se lleve a cabo

de forma fisiologica debe existir un efecto redox controlado [63, 64].

En contraparte, también se ha descrito la participacién de las ERO en
forma positiva. Se sabe que los espermatozoides testiculares no se pueden
mover progresivamente, sino hasta su paso por el epididimo, en este
proceso las ERO podrian estar estimulando a la ACs para la formacion de
AMPc, favoreciendo de esta manera la fosforilacion, resultando en un

cambio de movilidad no progresiva a progresiva del espermatozoide [27].

b. Participacion de las ERO en la Capacitacion.

Se ha observado también un efecto positivo en la capacitacion
espermética, dicho proceso se realiza dentro del tracto reproductor
femenino, la capacitacion es una serie de cambios bioquimicos que el
espermatozoide debe experimentar para adquirir la hiperactivacion. Dicho
proceso se ha asociado con un aumento en la fosforilacion de tirosina,

donde las ERO estimulan directamente a la ACs y TK e inhibe a la TP [27].

Se ha descrito una via de transduccion de sefiales donde esta

involucrada la ACs, la cual es regulada mediante procesos de o6xido-
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reduccion, debido a ello, la generacién de ERO influye directamente en la
fosforilacion de la tirosina en los espermatozoides a través de su capacidad
de influir en los niveles intracelulares de AMPc [59]. Este evento se ha
descrito previamente en espermatozoides de diferentes especies de

mamiferos.

De igual forma se ha reportado que el H202, puede aumentar la
fosforilacion de la tirosina a través de la inhibicion de la enzima tirosina
fosfatasa, esta Ultima enzima contiene un residuo de cisteina que debe
permanecer en un estado reducido para tener actividad, sin embargo, al

presentarse el H202 dicha enzima se oxida y pierde actividad [27, 53, 59].

En el espermatozoide de cerdo se ha reportado que estimulando la
sintesis de AMPc se puede inducir la activacion de la PKA y la fosforilacion
de serina/treonina, para posteriormente continuar con la fosforilacion de los
residuos de tirosina. Las posibles funciones de la fosforilacion de tirosina
dependientes de AMPc pueden incluir la activacion de fosfolipasas
vinculadas a la liberacion de Ca*?, ya que se piensa que el Ca*? al ser
liberado de donde estaba almacenado viaja hasta la pieza de conexién para
ser utilizado, esto ultimo, asi como la fosforilacion en la pieza principal, en
reportes recientes, lo han destacado como un paso critico en la capacitacion

espermatica [65-67].
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IX. Sistemas Antioxidantes: Enzimatico y No Enziméatico
a. Enzimas Antioxidantes.
El sistema antioxidante enzimatico del espermatozoide es
fundamental para mantener un equilibrio entre especies oxidantes y anti-
oxidantes, el sistema antioxidante enzimatico se compone, como se

menciono antes, principalmente por las enzimas: SOD, CAT y GPX [38].

La SOD es la enzima encargada de transformar al anion super oxido
en una especie reactiva de una menor toxicidad, como es el H20: el cual
posteriormente sera transformado en agua por otras enzimas. Las SOD son
una familia de enzimas, la primera SOD1, tiene en su centro catalitico un
cobre y un Zn*2 que confiere estructura a la proteina, y se ubica en el
citoplasma, ndcleo, peroxisomas y en la membrana externa mitocondrial. La
segunda, SOD2, esta localizada cerca de la membrana interna mitocondrial
y posee un manganeso en su centro catalitico. La tercera SOD3, se
encuentra en la matriz extracelular, y también se ha reportado en fluido
linfatico, plasma y liquido cefalorraquideo, es una proteina tetramérica que
posee un atomo de cobre y uno de Zn*? por sub-unidad, y es la Unica
proteina extracelular que puede eliminar el Oz~ [54].

La CAT es una enzima que descompone el H202 en agua y en Oz,
para ello, emplean dos moléculas iguales de H202 una como agente reductor
y otra como oxidante, en un principio, cualquier enzima que fuera capaz de
llevar a cabo la reaccién de CAT fue denominada como tal, sin embrago con

el tiempo se fueron reportando diferencias entre enzimas, y de forma general
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se han diferenciado tres tipos: CAT tipica, CAT -peroxidasa y manganeso
CAT [55].

Por su parte, la GPX es el nombre genérico de una familia de
multiples isoenzimas, que se caracterizan por su triada catalitica compuesta
de selenocisteina, glutamina y triptéfano, existen cinco isoenzimas en los
tejidos de los mamiferos, todas dependientes de selenio. La GPX1 clésica o
citosolica, GPX2 gastrointestinal, GPX3 plasmética, GPX4 en fosfolipidos y
GPX5, esta ultima se ha reportado en la cabeza del epididimo y en
espermatozoides [68]. La GPX es una enzima que requiere de un tripéptido
de bajo peso molecular llamado GSH para reducir el H202 en agua. El GSH
es donador de equivalentes reductores en dicha reaccion, de esta manera la
reduccion de H202 a agua y la oxidacion de GSH a GSSG ocurre de forma

simultanea [56, 69].

b. Sistema No Enziméatico: Glutation.

Desde el punto de vista quimico, el GSH es un compuesto de bajo
peso molecular con un grupo sulfhidrilo (-SH). Se trata de un tripéptido
(Figura 9) formado por los aminoacidos: acido glutdmico, glicina y cisteina
(Glu-Gly-Cys) también llamado L-y-glutamil-cisteinil-glicina, la cual juega un
papel decisivo en el mecanismo de defensa intracelular frente el estrés

oxidante [70].
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Figura 9. Representacion de: A, estructura de aminoacidos glutation
reducido (GSH) y B, glutation oxidado (GSSG). El GSH esta constituido por tres
aminoacidos: glutamato, cisteina y glicina. En el caso del GSSG son dos moléculas

de glutation unidas por un puente disulfuro formado por las cisteinas [71].

La concentracion de glutation se encuentra en el rango de 1 a 11 mM
en células de mamiferos [72, 73]; estudios mas especializados han
reportado una concentraciéon de GSH en cerdo de: 3.84 + 0.21 nM/108
espermatozoides y en humano de: 4.47 + 0.46 nM/108 espermatozoides [74,

75].

Del mismo modo, se ha informado que la concentracion citosoélica de
GSH en células de mamiferos representa entre el 70 y el 85% mientras que
la concentracion nuclear y mitocondrial representan entre el 15 y el 30%
restante, de igual manera han reportado un pequefio porcentaje en reticulo

endoplasmico [72, 73].

Asimismo el GSH tiene importantes funciones como antioxidante, es
parte fundamental de la destoxificacion de xenobibticos asi como también

sirve para el almacenamiento y transporte de cisteina [71].

Por otro lado, el GSH es esencial para la proliferacion celular y tiene

un papel importante en la apoptosis, ya que su disminucion es permisiva
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para la activacion de caspasas y la progresion de los mecanismos de
apoptosis. Una funcién muy importante del GSH es mantener el potencial de
oxido-reduccion de la célula, ya que mantiene en estado reducido los grupos
tiol de las proteinas, y asi permite la generacion de diversas cascadas de

sefializacion intracelular; un ejemplo de esto es la PKC y PKA [71].

El GSH es sintetizado en el citoplasma de las células por la accion
consecutiva de dos enzimas: y-glutamil-cisteina (y-GluCys) sintetasa
(también conocida como glutamato cisteina ligasa, GCL por sus siglas en
inglés) que utiliza glutamato y cisteina como sustrato para formar el
dipéptido y-glutamilcisteina, dicha enzima es considerada como un paso
limitante en la sintesis de glutatién, posteriormente la glicina en una reaccion
catalizada por la glutation sintetasa, forma GSH. El trifosfato de adenosina
(ATP) es donador de energia para ambas enzimas. Las concentraciones
intracelulares de GSH son reguladas por la inhibicion de la GCL por el
producto final, GSH. Asi, existe un equilibrio celular entre la sintesis y el

consumo (Figura 10) [70, 71, 73].
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Figura 10. Sintesis de Glutation. Enzimas GCLC=Glutamato Cisteina Ligasa
sub-unidad catalitica, GCLM=Glutamato Cisteina Ligasa sub-unidad reguladora,

GSH=Glutatién reducido [71, 73].

c. Metabolismo del Glutatién.

Durante la destoxificacion de las ERO, el GSH esta involucrado en
dos tipos de reacciones: la interaccidon no enzimatica con radicales como el
02", 6xido nitrico y OHe; otra reaccion en la que participa es proporcionando
un electron para la reduccién de peroxidos en la reaccion catalizada por la
GPx [57]. El producto final de la oxidacién del GSH es glutation oxidado
(GSSG) regenerado por la GR, enzima que transfiere electrones del NADPH
al GSSG, reduciéndose a NADP*. Durante las reacciones catalizadas por la
GPx y la GR el GSH no es degradado ya que es reciclado y asi puede ser

utilizado cuando se requiera (Figura 11) [76].
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Figura 11. Metabolismo del glutatién [71].

Por otro lado, durante la generacion de conjugados S-glutatién por las
glutation S-transferasas (GST) o por la liberacién de GSH por las células, el
nivel total de GSH disminuye dentro de las células, por lo tanto, el GSH
utilizado para esos procesos tiene que ser remplazado por sintesis de novo

(Figura 11) [76].

Por lo tanto, el GSH extracelular y los conjugados S-glutatibn son
sustratos para la enzima y-glutamil transpeptidasa (y-GT), la cual cataliza la
transferencia del y-glutamilo del GSH (o de los conjugados S- glutation) a
una molécula aceptora y, por lo tanto, genera el dipéptido cisteinilglicina (o el
conjugado S-cisteinilglicina) y el y-glutamilo conjugado. EI dipéptido

cisteinilglicina puede ser hidrolizado por ectopeptidasas de cisteina y glicina,
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aminoacidos que posteriormente pueden ser transportados por la célula a
través de transportadores especificos y participar en la sintesis de novo de

GSH [76].

X. Antecedentes.

Cuando las células esperméticas son liberadas del testiculo, su
ndcleo estd sumamente empaquetado para realizar actividad transcripcional,
no obstante, estas células presentan profundos cambios durante su paso por
el epididimo (maduracién espermatica epididimaria), por el tracto reproductor
femenino (capacitacion) y en el momento previo a la fertilizacion (reaccion
del acrosoma) [77]. Estos cambios podrian conseguirse por modificaciones
en las proteinas existentes que, a su vez, podrian ser moduladas por
sefiales originadas desde los diferentes ambientes espermaticos, de esta
manera la fisiologia de los espermatozoides dependera de complejas redes

de sefiales intra- y extracelulares [77].

Entre las sefiales extracelulares que mas se conocen, se encuentran
la participacién de citocinas, hormonas y neurotransmisores que se unen a
receptores especificos de la superficie celular, mismas que al unirse con sus
receptores pueden generar varios tipos de sefiales intracelulares como
cambios en la concentracién de iones, activacion de proteinas G, como la
guanosina monofosfato ciclica (GMPc) y activacion de cinasas PKA y PKC.
Estos cambios, a su vez, provocaran la liberacion de segundos mensajeros:

AMPc, Ca?" y metabolitos de fosfolipidos y la fosforilacion de proteinas;
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procesos que resultan esenciales para las diversas funciones celulares, en el

caso del espermatozoide para adquirir su capacidad fertilizante [77, 78].

Las ERO se encuentran entre las moléculas que intervienen en la
funcién espermatica durante su transito desde el testiculo hasta el ovocito y
gue son producidas por los mismos espermatozoides; por tal motivo los
antioxidantes, entre los que se encuentra GSH/GPX, pueden retrasar o
inhibir la oxidacién, por lo tanto, pudieran funcionar como reguladores

celulares [79].

Se ha observado que las ERO participan en la fosforilacion de
tirosinas, influyendo directamente en los niveles intra-celulares del AMPc,
gracias a la estimulacion de la ACs y por consecuencia la fosforilacién de
tirosina [58]. Ademéas de que el H202 puede aumentar la fosforilacion de
tirosina a través de la inhibicién de la actividad de la TP [80]. La capacitacién
y RA espermatica dependen de una serie de eventos bioquimicos, en
particular de la fosforilaciébn de tirosina [27]. Por lo tanto las moléculas
oxidantes como las ERO pueden cambiar la estructura de las proteinas

alterando de esta manera su funcion [27].

El GSH se ha usado comunmente para mejorar la calidad
espermatica, en espermatozoides de diferentes especies, sobretodo en
espermatozoides congelados y usando diferentes concentraciones de GSH
[63]. Sin embargo, el efecto positivo de ERO se ha determinado agregando
moléculas que contrarresten su produccidon o su efecto, como algunos

antioxidantes [63]. Un ejemplo de lo anterior es lo reportado por Gadea y
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colaboradores en 2005, encontrando que el GSH puede tener un efecto
contraproducente en la capacitacion espermatica cuando se agrega a
concentraciones de 5mM en el espermatozoide de cerdo, reportando una
disminucién en espermatozoides viables capacitados con respecto al control
y respecto a la concentracion de 1mM; de igual forma reportan un aumento
en espermatozoides muertos a concentracion de 5mM, en contraste,
reportan un elevado porcentaje de espermatozoides que penetran al ovocito
con esta misma concentraciéon [63]. En humano y en cerdo la concentracion
de GSH disminuye en espermatozoides congelados con respecto a
espermatozoides frescos [74, 81] El sistema redox del espermatozoide
resulta muy importante para su maduracion, primero en el testiculo, después
en epididimo y por ultimo en el tracto reproductor de la hembra por lo tanto el

GSH pudiera estar participando en la regulacién de estos procesos.

Por tal motivo, en el presente trabajo se propone que el GSH pudiera

servir como regulador en el proceso de capacitacion.

Xl. Justificacion.

Se ha reportado el papel protector del GSH como antioxidante, sin
embargo, en altas concentraciones como 5mM provoca la inhibicion de la
capacitaciébn espermatica. Por tal motivo, para que la capacitacion se
desarrolle correctamente, dependera de que la concentracion GSH esté en
la concentracién adecuada por lo que se puede especular que el glutation

tiene actividad reguladora ante dichos procesos.
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Se ha explorado poco sobre el papel que pudiera tener el GSH en los
mecanismos de la capacitacion espermatica. Por lo que es de relevancia el
estudio para determinar el papel que tiene el GSH y de esta manera conocer
los mecanismos mediante los cuales el GSH pudiera estar regulando la
capacitacion espermatica y de esta forma proponer herramientas para el
mejoramiento en los procesos de reproduccién animal asistida.

XIl. Pregunta de Investigacion.

¢,Cual es el mecanismo mediante el cual diversas concentraciones de
GSH regulan el proceso de capacitacion en espermatozoides frescos de

cerdo?

XIll. Hipo6tesis.

Si la concentracion de GSH es importante para regular los procesos
de fosforilacion de tirosinas y formaciéon de grupos sulfhidrilo en
espermatozoides porcinos, entonces se debera tener una concentracion

optima de GSH que permita la capacitacion espermatica.

XIV. Objetivo General.

e Determinar los efectos de la adicion de diferentes concentraciones de
GSH en los procesos de fosforilacion de tirosinas y formacion de
grupos sulfhidrilo asociados con la capacitacion en el espermatozoide

de cerdo.
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XV. Objetivos Particulares.

Analizar el efecto de la incubacién con diferentes concentraciones de

GSH sobre la capacitacion espermatica en muestras de cerdo.

Analizar el efecto de la incubacion con diferentes concentraciones de

GSH sobre la formacién de grupos sulfhidrilos.

Analizar el efecto de la incubacién con diferentes concentraciones de

GSH sobre la fosforilacion de tirosinas.

Asociar el efecto de la incubacion con diferentes concentraciones de
GSH sobre la formacion de grupos SH y la fosforilacién de tirosinas

con la capacitacion de espermatozoides de cerdo.
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XVI. Diseio Experimental.

Eyy)

Semeny
Analisis seminal

Control [GSH0.5mM] | [GSH 1mM]|[GSH 5mM]
Capacitacion | Capacitacion | Capacitacion | Capacitacion
-SH -SH -SH -SH
FT FT FT FT

Doénde: [GSH]= Concentracion de glutation; -SH= Determinacién de grupos

Tiol; FT= Fosforilacién de tirosina.

XVII. Material y Métodos.

Se utilizaron eyaculados frescos de verracos F2 linea maxter/pietrain
de 1 afio de edad y de fertilidad comprobada, provenientes de la empresa
“Nutriservicios Ns Genética” ubicada en antiguo camino a la resurreccién
#1042 bodega-75 parque industrial la resurreccion Puebla, Puebla, C.P.
72920 y de una granja de reproduccion particular en Tlahuac. El eyaculado
del cerdo fue obtenido por masturbacion (técnica de mano enguantada), la
porcién gelatinosa se separé por filtracion al momento de obtener la muestra

y se eliminaron aquellas muestras que presentaron sangre u orina.
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a. Espermatobioscopia.

La movilidad masal fue evaluada inmediatamente después en un
microscopio de campo claro, determinando para movilidad masal 0= nula, 1=
poca movilidad, 2= apariencia de olas y 3= apariencia de remolinos.
Posteriormente la muestra fue transportada, cubierta de la luz, al Laboratorio
de Reproduccion Animal Asistida, ubicada en la Unidad Iztapalapa de la
Universidad Autdnoma Metropolitana. Almacenado a 17°C con diluyente

Duragen de larga duracién (10 dias) [82, 83].

Al llegar al laboratorio se colocaron las muestras en “bafio maria” con
circulacién de agua ajustado a 17°C, a continuacion, se evalud la vitalidad
espermatica mediante la técnica de Eosina al 1% Nigrosina al 10%,
colocando en un portaobjetos 5uL de muestra y 5uL de Eosina-Nigrosina, se
realizé un frotis y se dejé reposar 30 segundos posteriormente se observé en
el microscopio de campo claro a 40X, reconociendo las células muertas
tefiidas en color morado y permaneciendo color blanco las células vivas. Se
contaron 200 células y el resultado se expres6 en porcentaje de viabilidad,

con base en lo reportado previamente [82-84].

La concentracién espermatica se observdé mediante la cdmara de
Neubauer, realizando dilucién 1:100 con agua destilada. Posteriormente se
colocaron 10uL de la dilucién en la camara de Neubauer y se observaron a
40X, realizando el conteo en 5 y 5 cuadriculas diferentes de cada lado de la
camara. El resultado se expresé en millones (1X106) de espermatozoides

por mL [82].
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La morfologia (Figura 12) se analiz6 con base a la técnica de tincion
de Papanicolaou para espermatozoides. Se tomaron alicuotas de 10uL de
espermatozoides y 10uL de solucién fijadora. Se colocé en un tubo cénico
tipo Eppendorf, se agité y se tomaron 10uL de esta solucion. Se realizo un
frotis que se dej6é secar por 5 minutos. Se aplicé el siguiente tren de
tinciones: solucién Papanicolaou 1 (5 seg), enjuague con agua corriente,
alcohol amoniacal (2 min), alcohol al 70%, alcohol al 96%, solucién
Papanicolaou 2 (1 min), alcohol al 96% (X2), soluciébn Papanicolaou 3 (1

min), alcohol al 96%, alcohol al 100% y por ultimo Xilol 5% [82].

Posteriormente se deposité una gota de “entellan” sobre la muestra y
se colocO un cubreobjetos, las muestras se dejaron por 24 h, a temperatura
ambiente, y se evaluaron las siguientes anomalias en microscopio de campo

claro, empleando el objetivol00X [82, 85]:

A) Anormalidades de cabeza

B) Anormalidades en pieza media

C) Anormalidades en flagelo

D) Defectos de restos citoplasméaticos
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A. Defectos cabeza

Alargada Piriforme Redonda Amorfa Vacuolada Acrosoma
- pequefio
-
No Pequeiia
acrosoma
v - v v v v v L L
B. Defectos pieza media C. Defectos Flagelo D. Defectos restos

citoplasmaticos

Angulada Asimétrica Engrosada Delgada Corto Angulado Enrollado >1/3 cabeza

MIT TS A

Figura 12. Clasificacion de los defectos morfolégicos en espermatozoide

[82].
b. Determinacion de la Capacitacion Espermaética.

Para la induccién de la capacitacion, los espermatozoides fueron
lavados y resuspendidos en 1mL y este procedimiento se repiti6 en 3
ocasiones, la primera en fresco y las dos posteriores con medio Ringer
(NaCl 95mM, KCI 5mM, CaCl2 1.7mM, KH2PO4 1.1 mM, ajustado a pH 7.2,
en agua desionizada) a 600g x durante 10 min, ya lavados se
resuspendieron en 1mL de medio capacitante Talp-Hepes (Tirodes albumina
y lactato piravico) Nacl 116.0mM, KCl| 3.1mM, Lactato sodico 21.7mM,
MgSO4 0.4mM, NaH2PO4eH20 0.3mM, Glucosa 5.0mM, NaHCOs, Piruvato
Sadico 1.0mM, Hepes s/sodio 20mM, Rojo Fenol 334.38mM, suplementado

con 3mg/mL de BSA (por sus siglas en inglés Bovine Serum Albumin) y
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1mM de piruvato sédico ajustado a pH 7.6 [86, 87]. Las alicuotas de semen
(aproximadamente de 8x10° espermatozoides/mL) se incubaron en una
atmosfera de 5% CO2 / 95% aire, durante 4 h a 39°C. El porcentaje de
espermatozoides capacitados se determiné mediante la técnica de
clorotetraciclina (CTC), la cual consiste en resuspender los espermatozoides
capacitados en un medio (CTC 750mM en NaCl 130mM, cisteina 5mM y
20mM Tris-Hcl ajustando a pH 7.8) y montados con solucién Dabco
(glicerol:PBS:9:1) se observaron directamente en microscopio de
epifluorescencia (510nm), contando 200 células. Se diferenciaron los
diferentes patrones de fluorescencia: generalizada (muerto) alta
fluorescencia en regién acrosomal y pieza media (capacitado) sin acrosoma

o baja fluorescencia en acrosoma y pieza media (RA) [26, 86, 88, 89].

c. Fosforilacion de Residuos de Tirosina.

La fosforilacion de tirosinas fue localizada usando un anticuerpo
monoclonal (2 ug/ml) anti-fosfoproteina tirosina conjugada con FITC (clone
Py-20-FITC, Sigma Chemical Co.), en PBS conteniendo 0.1% BSA, por 5
minutos a temperatura ambiente. Un anticuerpo no especifico (IgG2b, Sigma
Chemical Co) fue usado como control para determinar las uniones no
especificas. Las muestras marcadas fueron analizadas usando un citémetro
de flujo modelo FACS-can (Becton Dickinson, Immunocytometry System,
San José, CA, EUA). Para el andlisis en el citometro de flujo, se tomaron
alicuotas de 1x10° espermatozoides y se evaluaron 20,000 células por

muestra en cada una de las condiciones estudiadas. Los resultados
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permitieron realizar los histogramas de intensidad de fluorescencia (IF)

contra el nUmero de células marcadas [90-93].

d. Cuantificacion de Grupos SH.

El contenido de los grupos sulfhidrilo de las proteinas en los
espermatozoides capacitados fue evaluado mediante el marcador
fluorescente 5-iodo acetamido fluoresceina (5-1AF), las muestras seminales
fueron de aproximadamente 5-10 x 10° de espermatozoides/mL, que fueron
incubadas a temperatura ambiente durante 10 minutos en 5uL de 5-IAF de
una solucion stock de 500uM y se analiz6 mediante citometria de flujo, con

filtro de 525nm para 5-1AF, evaluando 20,000 eventos por muestra [63].

e. Andlisis de Resultados.

Se realiz6 el andlisis estadistico para comparar diferentes
concentraciones de GSH y tiempos de incubacion en medio capacitante

mediante las pruebas de ANDEVA y HSD de Tukey.

XVIII. Resultados y Discusion.

El proceso de capacitacion se ha descrito como una serie de cambios
fisiolégicos y bioguimicos que se producen en el espermatozoide, durante su
transito por el tracto reproductor femenino, para adquirir su capacidad
fertilizante [31, 94-96]. Ahora bien, para que estos cambios en el
espermatozoide se desarrollen de forma correcta, se ha descrito la
importancia de las ERO en el proceso de capacitacion espermatica,

reportando que pueden estimular a la enzima ACs para la sintesis de AMPc
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y estimulando a las TK e inhibiendo a las tirosina fosfatasas, favoreciendo de

esta manera la capacitacion espermatica [51].

En este trabajo nos enfocamos al sistema anti-oxidante no enzimatico,
particularmente estudiando al tripéptido glutation en su forma reducida
(GSH), ya que el GSH participa como sustrato de la enzima GPXx,

contribuyendo de esta manera a generar un equilibrio redox [9].

Los resultados de la Tabla 1 muestra el promedio y desviacion
estandar de los diferentes parametros espermaticos. Cabe sefalar que
solamente se emplearon muestras que cumplieron con los pardmetros

descritos en la literatura.

Lo anterior se realizd para tener la mayor reproducibilidad posible, ya
que se ha reportado que las diferentes anormalidades en los
espermatozoides pueden afectar su capacidad fertilizante y que una mejor
calidad espermética favorece la reproduccion [97], asi mismo, se han
publicado diversos parametros reproductivos para el espermatozoide de
cerdo [85, 97-99] y de esta forma poder homogeneizar y establecer los
parametros aceptables, ocupando muestras con una movilidad progresiva de
84 + 5%, vivos y muertos 92 + 2%, concentracion de 210 + 60 x108y 3 + 1%
de anormalidades morfolégicas, es importante mencionar que se
descartaron muestras con orina 0 sangre y se tuvo especial cuidado y
atencion en la calidad de las muestras, lo anterior para que no se vieran

afectados nuestros resultados.
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Tabla 1. Parametros de inclusién y resultados de espermatobioscopias.

Analisis Seminal Resultado Parametros Ref. Bibliografica

% de Movilidad 84 + 5% >70% Progresiva  (Pichardo, ef al 2005)
Progresiva
(Microscopia de campo
claro)

% Vivos y Muertos 92 + 29, =91 + 2% (Vivos) (Bucci, 2012)
(Tincion Eosina-
Nigrosina)

Concentracion 210 + 60 x106 >25 x106 (Suarez, 2006)
(Camara de Neubauer)

Morfologia (Tincion de 3+1% =10% (Gadea, 2002/
Papanicolau) Anormalidades Cefovsky, 2005)

En la Grafica 1 se puede observar la dinamica de cambio de la
capacitacion espermatica en funcién del tiempo de incubacion, donde el
porcentaje de espermatozoides de cerdo capacitados e incubados con
diferentes concentraciones de GSH aumenta conforme pasa el tiempo, sin
embargo, el control (rojo) no muestra diferencia significativa en este aumento
entre el tiempo inicial 0 (Oh), tiempo 1 (1h), tiempo 2 (2h) y tiempo 3 (3h), por
otro lado, en el tiempo 4 (4h) si aumento, ademas se observé un mayor
porcentaje de espermatozoides capacitados con la concentracion de 1mM
de GSH y un menor porcentaje de espermatozoides capacitados con la

concentracion de 5mM de GSH.
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Grafica 1. Efecto de la adicion de diferentes concentraciones de GSH sobre la
capacitacion espermatica en funcion del tiempo. Porcentaje de capacitacion
espermaética, en el tiempo inicial (Oh) tiempo 1 (1h), tiempo 2 (2h) tiempo 3 (3h) y
tiempo 4 (4h) utilizando diferentes concentraciones de glutation GSH. Diferentes
literales indican diferencias significativas entre tratamientos del mismo tiempo.

ANDEVA, Tukey. (p<0.05) n=13.

Cuando se compara el efecto de la incubacién con diferentes
concentraciones de GSH sobre la capacitacion espermatica, como se
muestra en la Grafica 2, observamos que en la concentracion de 1mM
incrementa el porcentaje de capacitacion (p<0.05) en el tiempo 4 con
respecto al control (OmM de GSH), mientras que en la concentracion de
5mM disminuye el porcentaje de capacitacion con respecto al control y a la

concentracion de 1mM mostrando diferencias significativas (p<0.05), por su
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parte,

la concentracion de 0.5mM no mostro diferencias significativas con

respecto al control y a 5mM, pero si frente a la concentracion de 1mM.

100

90

80

70

60

50

40

% de Capacitacion

30

20

10

Capacitacion Espermatica
= Control
= [0.5mM GSH]
1 [1mM GSH]

1 = [5mM GSH]

Oh Tiempo

Gréfica 2. Efecto de la adicion de diferentes concentraciones de GSH sobre
la capacitacion espermatica, a las 4 horas de incubacién. Porcentaje de
capacitacion espermatica, en el tiempo inicial (Oh) y después de 4 horas de
incubacién (4h) utilizando diferentes concentraciones de glutation GSH.
Diferentes literales indican diferencias significativas entre tratamientos del

mismo tiempo. ANDEVA, Tukey. (p<0.05) n=13.

Como se reviso en Ford 2004, varios autores aseveran que hay una

importante participacién de las ERO que resulta fundamental para el proceso

de capacitacion [27], lo anterior se confirmd con lo reportado por Gadea y

colaboradores en 2005 [100], pues al adicionar diferentes concentraciones

de GSH (ImM y 5mM) en medios de descongelacion en espermatozoides de
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cerdo, reportaron una disminucion en el nimero de espermatozoides viables
capacitados con una concentracion de 5mM con respecto al control y a la
concentracion de 1mM, estos resultados corresponden con lo encontrado en
el presente trabajo y, dado que nosotros trabajamos con semen fresco,
sugiere que no es el efecto de la congelacion sino la concentracion de GSH
lo que ocasiona que disminuya el porcentaje de espermatozoides

capacitados.

De igual forma se ha reportado en espermatozoides congelados de
cerdo que las concentraciones de GSH disminuyen [74], lo que podria estar
afectando o favoreciendo al proceso de capacitacion, ya que como se ha
descrito, la capacitacion esta directamente relacionada con el balance entre
las ERO y los anti-oxidantes. Dichos cambios se han observado a nivel de
proteinas, las ERO oxidan los residuos de cisteina formando puentes
disulfuro que modifican la estructura de las proteinas y su funcién, también
se ha observado que pueden dimerizar a las cinasas y de igual forma

activarlas o inactivarlas [27, 37].

El proceso de oxidacién en el espermatozoide es necesario para la
modificacion de proteinas, y se han descrito también diferentes mecanismos
como: oxidacion de los grupos tiol de las proteinas formando un puente
disulfuro, modificando de esta manera su estructura, asi la proteina puede

quedar activa o inactiva para comenzar o detener algun proceso [37].

En este trabajo encontramos que, en la concentracion de 5mM a las 4

horas de incubacién, los grupos tiol de los espermatozoides capacitados
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aumentaron, lo que corresponde con lo reportado en la literatura, ya que al
no oxidarse los grupos tiol de las proteinas, el proceso de capacitacion
puede verse afectado, como se observa en la grafica 2, cuando en la
concentracion de 5mM la capacitacion espermatica disminuye. De igual
forma Aitken en el 2013 [51] reporta que la oxidacion de los residuos de

cisteina de las proteinas resulta crucial para la capacitacion espermatica.

En la Grafica 3 podemos observar el porcentaje del indice de
fluorescencia de los grupos sufhidrilos en los espermatozoides de cerdo.
Donde se observa, en el tiempo inicial, una menor fluorescencia en los
espermatozoides tratados con una concentracion de 5mM, con respecto al
control (p<0.05). Sin embargo, a las 4 horas de incubacién se aprecia un
aumento en el indice de fluorescencia en este mismo tratamiento con

respecto al control (p<0.05).

Este aumento en los grupos sufhidrilos podria relacionase
directamente con una concentracion alta de GSH (5mM), como fue lo
realizado en el presente proyecto de investigacion, ya que se ha reportado
en diferentes trabajos que la capacitacion espermatica es dependiente de las
ERO [37, 63, 101], y éstas al ser disminuidas por el sistema antioxidante del

espermatozoide podria verse afectado el proceso de capacitacion.

66

——
| —



indice de Fluorescencia SH

2000
m Control

1800
® [0.5mM GSH]

=
(2]
(=]
o

= [1mM GSH] b

1400 = [5mM GSH] ab

a

-
[~]
(=]
o

1000

o
o
o

indice de Fluorescencia (1x102)
(o]
b4

400

200

Tiempo

Grafica 3. Efecto de la adicion de diferentes concentraciones de GSH sobre la
presencia de grupos SH. indice de fluorescencia de grupos SH en el tiempo
inicial y después de 4 horas de incubacion con diferentes concentraciones de
GSH. Diferentes literales indican diferencias significativas entre tratamientos del

mismo tiempo. ANDEVA, Tukey. (p<0.05) n=6.

En la grafica 4, se observa el porcentaje del indice de fluorescencia
de la fosforilacién de tirosinas. Donde se puede apreciar a las 4 horas de
incubacion que la concentracion de 1mM nos muestra un indice de
fluorescencia mayor, siendo este aumento en la fosforilacion de tirosina
estadisticamente significativo con respecto a los otros tratamientos y al
control (p<0.05) y coincide con un mayor porcentaje de capacitacion

espermatica (grafica 2).

Nuestros resultados son consistentes con lo reportado por diferentes

grupos de trabajo [27, 102-105], donde relacionan directamente Ila
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fosforilacion de tirosina con la capacitacion espermatica, observando que
este fenomeno también sucede en espermatozoides de cerdo [65, 66, 103,

108].

Histéricamente hablando, en 1989 se reportdé por primera vez la
fosforilacién de tirosina en espermatozoides de mamifero, especificamente
en ratdén, encontrando por medio de un anticuerpo anti-fosfotirosina, una
inmuno reactividad de una proteina en espermatozoides capacitados [107].
En 1991 reportaron este proceso en espermatozoides de otras especies
como conejo, rata, raton y humano [108]; hoy en dia se ha descrito que la
fosforilacién es controlada por actividad de la proteina cinasa PKA, asi como
la desfosforilacion por las fosfatasas, ambas funcionando como un
interruptor a través del cual se puede activar o inactivar la funcion de

diversas proteinas [105].

La fosforilacion se produce en residuos de serina, treonina y
posteriormente en tirosina y se relaciona directamente con el proceso de
capacitacion [105]. Se ha demostrado que la fosforilacion de tirosina
aumenta durante el proceso de capacitacion [109], esto debido a la accion

de la PKA dependiente de cAMP, lo cual apoya lo reportado en este trabajo.

Lo que nos lleva a pensar que lo encontrado en este trabajo
corresponde a lo reportado en la bibliografia, debido a que como podemos
observar en la gréfica 4, el aumento de fosforilacion que reportamos en
espermatozoides capacitados con la concentracion de 1mM podria ser el

resultado de un equilibrio entre las ERO y el sistema antioxidante del
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espermatozoide debido a una concentracion optima de GSH, favoreciendo

de esta manera la acciéon de las ERO.

Asimismo, se ha reportado en espermatozoides de humano que la
alteracion en el proceso de fosforilacion resulta en sub-fertilidad [110], sin
embargo la fosforilacion y su relacién con el proceso de capacitacion en

espermatozoide sigue siendo material de estudio.

Con respecto a lo anterior, se podria especular que la concentraciéon
de GSH tiene un efecto bifasico, ya que a concentraciones altas como 5mM
se presenta un efecto adverso para el espermatozoide, pudiendo inhibir a las
ERO por su efecto antioxidante, afectando procesos como la capacitacion, y
a concentraciones bajas como 0.5mM parece no tener efecto sobre la célula,
sin embargo, a concentraciones optimas de 1mM como lo visto en este
trabajo de investigacion, el proceso de capacitacion se ve favorecido, debido

a que se mantiene en equilibrio el estado redox del espermatozoide.

69

——
| —



Fosforilacion de Tirosinas

100

o0 | u Control

¥1  m[05mMGSH]

70 4
o | ®[1mMGSH]
%01 m5mMGSH
40
30 1

20 A

indice de Fluorescencia (1x10?)

oh 4h
Tiempo
Gréfica 4. Efecto de la adicion de diferentes concentraciones de GSH sobre la

fosforilacion de tirosinas. indice de fluorescencia, a diferentes tiempos y a diferentes
concentraciones de GSH. Diferentes literales indican diferencias significativas entre

tratamientos del mismo tiempo. ANDEVA, Tukey. (p<0.05) n=4.

XIX. Conclusiones.

e Concentraciones 6ptimas de GSH (1mM) favorecen el proceso de
capacitacibn en espermatozoides de cerdo. Mientras que

concentraciones altas (5mM) o bajas (0.5mM) inhiben el proceso.

e Este mecanismo pudiera estar relacionado con la fosforilacion de
residuos de tirosina y la formacién de grupos SH en el proceso de

capacitacion de espermatozoides frescos de cerdo.
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