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PRESENTACION

Los grupos de investigacion Morfofisiologia y Bioquimica del Espermatozoide de la
Universidad Autonoma Metropolitana-Iztapalapa y los miembros del Laboratorio
de Investigacion en Reproduccion Animal (LIRA) de la Universidad Autéonoma
“Benito Juarez” de Oaxaca iniciaron las Jornadas Estatales de Reproduccion en
el ano 2010, con el objetivo de abrir un espacio en el que los estudiantes de ambos
grupos pudieran mostrar sus avances de investigacion. Es decir, brindarles un foro
critico que les permitiera expresarse con toda libertad para hacer cuestionamientos
desde el nivel mas basico y con ello construir conocimientos firmes. Este foro
ha crecido ano con aho, incluyendo talleres que les posibilita estandarizar las
técnicas que emplean en el laboratorio, asi como realizar primeras incursiones
como capacitadores. Los talleres han abordado desde temas practicos de campo
como la inseminacion artificial y la transferencia de embriones en ovinos y
caprinos, hasta la evaluacion y congelacion de semen en el laboratorio.

A lo largo de las jornadas se ha contado con la participacion de miembros
del grupo de Ecofisiologia de la Reproduccion de Vertebrados y el Cuerpo
Académico de Fertilizacion de mamiferos, ambos de la UAM-I, del Dr. Avalos,
de la UAM-X, del Dr. Arturo Gomez, de la Universidad Autonoma del Estado
de México, y en 2017 se firm6 un acuerdo de colaboracion académica entre los
siguientes grupos: Grupo de Investigacion: Biotecnologia aplicada a la Veterinaria
UABJO, Laboratorio de Morfofisiologia y Bioquimica del espermatozoide UAM-I,
Consorcio de la fisiologia del espermatozoide del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM, Laboratorio de Biologia de la Reproduccion de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Autonoma de Puebla y la maestria en Biologia de la
Reproduccion Animal UAM-I.

Para la mayoria de las personas el espermatozoide es “la otra célula que
participa enlareproduccion”, para nosotros es “una célula tinica, con caracteristicas
fascinantes que atrapa nuestra atencion y nos mantiene eternamente asombrados”,
por lo que deseamos que este libro le permita al lector acercarse a algunas de las
contribuciones que se hacen desde México para ampliar el conocimiento sobre
dicha célula.

Edith Arenas Rios (UAM)
Gisela Fuentes Mascorro (UABJO)
Julio de 2018
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1. Introduccion

a evolucion del sexo ha sido un tema de interés y debate cientifico
desde la emergencia de la teoria de la evolucion. A nivel celular, los
ultimos artifices encargados de culminar la reproduccion sexual son
los gametos: el espermatozoide y el 6vulo. Dada su vital importancia para la
supervivencia y la prevalencia de las especies, el conocimiento de estas dos
células ha sido una de las principales inquietudes del ser humano a lo largo
de nuestra historia. Particularmente, un gran ntimero de hipotesis y estudios
sobre el sexo se han enfocado en el espermatozoide, debido a su vital papel
como transportador del material hereditario masculino y a su implicacién en
la fertilidad.
Los espermatozoides son células extremadamente especializadas
y experimentan cambios genéticos, moleculares y fisiologicos que no se
observan en otras células (Roldan y Gomendio, 2006). Desde el punto
de vista evolutivo, los espermatozoides constituyen un modelo celular
de interés excepcional, ya que se encuentran entre las células mas
divergentes de los seres vivos, presentando tamanos y formas muy variadas
(Pitnick et al., 2009). Durante los tltimos 50 anos se han llevado a cabo
numerosos estudios para tratar de comprender los principios basicos y
las fuerzas evolutivas que rigen su enorme diversificacion. El camulo de
estas investigaciones ha resultado en la identificacion de distintas fuerzas

selectivas que dirigen la adaptacion de rasgos relacionados con la morfologia,



almacenaje y funcion del espermatozoide (Birkhead et al., 2008). Un factor
determinante en la diversificacion del espermatozoide son las fuerzas de
seleccion sexual postcopula (SSPC), que implican todas aquellas barreras
y desafios que afrontan los espermatozoides desde su entrada en el tracto
femenino hasta la fecundacion. La SSPC va a imponer, por tanto, un control
selectivo sobre la probabilidad de fecundacion en funcion de las dotaciones
genéticas y cualidades fenotipicas de los espermas (Birkhead y Pizzari,
2002). A pesar del amplio conocimiento sobre los rasgos que han permitido
a los espermatozoides y al eyaculado adaptarse tanto a sus ambientes
reproductivos como a las fuerzas de SSPC, las bases moleculares de estos
cambios adaptativos han permanecido inexplorados durante largo tiempo.

Las proteinas reproductivas —que aqui definiremos como todas aquellas
que acttian después de la copula e intervienen en el transporte, almacenaje
y funciéon de los gametos, asi como en la fecundacion— son cruciales en
el sentido biologico, debido a que contribuyen a la generacion de nuevos
individuos. En términos evolutivos, dichas proteinas son elementos
trascendentales por tres motivos principales: 1) afectan al resultado
de las fuerzas de seleccion sexual postcopula, 2) median los conflictos
reproductivos entre los sexos y 3) contribuyen a la formacién de barreras
de aislamiento reproductivo postcopulatorias y prezigoticas (PCPZ), lo
que conduce a la formacion de nuevas especies. Un aspecto interesante es
que los genes que las codifican (a partir de aqui los denominaremos genes
reproductivos) evolucionan con gran rapidez (Swanson y Vacquier, 2002);
sin embargo, son pocas evidencias que han demostrado un impacto directo
de la SSPC sobre la evolucion adaptativa de los genes reproductivos.

Los tltimos avances en las herramientas gendomicas han permitido
identificar las colecciones de genes expresados en los tejidos reproductivos.
No obstante, el espermatozoide maduro es una célula transcripcionalmente
inactiva y, por lo tanto, los métodos de transcriptomica no han sido
eficaces sobre este sistema; tal obstaculo se ha visto superado con la

aplicacion de la protedmica al estudio del espermatozoide. El desarrollo de
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herramientas de alto rendimiento basadas en espectrometria de masas (EM)
ha permitido su utilizacion para caracterizar la composicion molecular del
espermatozoide en multitud de especies (McDonough et al., 2016). En este
capitulo revisamos el gran progreso logrado en la identificacion masiva
de proteinas del espermatozoide a través del uso de técnicas basadas en
EM, y como estos métodos han contribuido a una mayor comprension de la
composiciéon molecular del gameto masculino. A continuacioén, discutiremos
como las técnicas de transcriptomica y proteémica se pueden integrar con
analisis de gendmica comparativa para identificar los grupos de genes
reproductivos sujetos a seleccion positiva, y como estos hallazgos nos dan
una idea de las fuerzas selectivas que han dirigido la evolucion de los sistemas
de reproduccion. Por @ltimo, hablaremos de como los métodos emergentes de
protedmica cuantitativa se pueden aplicar para conocer las respuestas

primarias del espermatozoide a episodios de SSPC.

2. Caracterizacion del proteoma del
espermatozoide

El espermatozoide maduro es una célula idéonea para emprender
estudios de protedomica, por tres razones: 1) es accesible, ya que se
puede extraer facilmente del eyaculado o de tejidos de almacenaje, 2)
se puede purificar facilmente y 3) supuestamente no tiene actividad
transcripcional ni traduccional. Los métodos tradicionales para analizar
la composicion del espermatozoide normalmente se basaban en el uso
de anticuerpos o geles en 2D, identificando un ntimero muy limitado de
proteinas. Empero, el desarrollo de técnicas de protedmica a partir de EM,
ha posibilitado identificar colecciones mucho mas amplias de proteinas
del espermatozoide y con mayor precision. Es por ello que durante la
ultima década se han registrado avances prodigiosos en el conocimiento
de la composicion molecular del espermatozoide (Oliva et al., 2009; Karr y

Dorus, 2012; McDonough et al., 2016).



El protocolo estandar de un analisis proteémico basado en ES incluye
1) la extraccion de las proteinas de la célula o tejido, 2) la digestion de las
proteinas por proteasas, 3) la separacion de los péptidos, 4) el analisis
de los péptidos en un espectrometro de masas y 5) la identificacion de
péptidos y las correspondientes proteinas con base en la informacion de los
espectros (fig. 1). La aplicacion de técnicas de alto rendimiento basadas en
EM ha permitido caracterizar el proteoma del espermatozoide en diversos
organismos modelo como el humano (Homo sapiens) (Amaral et al., 2014),
el raton (Mus musculus) (Baker, Hetherington, G.M. Reeves, et al., 2008;
Dorus et al., 2010; Chauvin et al., 2012), la rata (Rattus norvegicus) (Baker,
Hetherington, G. Reeves, et al., 2008), el toro (Bos taurus) (Peddinti et al.,
2008), la mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) (Dorus et al., 2006;
Wasbrough et al., 2010) o el nematodo Caenorhabditis elegans (Ma et al.,
2014). Gracias al avance de la genomica y al gran crecimiento de especies
cuyo genoma se ha secuenciado y anotado, en los Gltimos ahos también se
ha obtenido el proteoma de especies que no son modelo experimental, como
por ejemplo el macaco Rhesus (Macaca mulatta) (Skerget et al., 2013), la
trucha arcoiris (rainbow trout) (Nynca et al., 2014) o la mariposa Manduca
sexta (Whittington et al., 2015). Estudios recientes han demostrado que
una larga proporcion del proteoma del espermatozoide se conserva entre
especies distantes filogenéticamente (Dorus et al., 2006; Whittington et al.,
2015; Bayram et al., 2016). Esta cualidad permitira llevar a cabo anéalisis
de protedomica comparativa que incluyan organismos no modelo y que a
menudo se emplean en estudios ecologicos y evolutivos (ver seccion 6).

La caracterizacion del proteoma completo del espermatozoide se ha
complementado, en algunos casos, con estudios donde se han analizado
regiones subcelulares, tales como la superficie de la cabeza (Brewis y
Gadella, 2010), la matriz acrosomal (Guyonnet et al., 2012) o las estructuras
accesorias del flagelo (Cao et al., 2006). Estos analisis regionales han
permitido identificar proteinas que, por ser menos abundantes, no se habian

encontrado previamente en los estudios del proteoma completo, aportando
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colecciones de nuevas proteinas. Ademas, el fraccionamiento de estructuras
subcelulares permite la identificacion de proteinas que tienen funciones
reproductivas especificas; un ejemplo es la caracterizacion del proteoma de
la superficie del espermatozoide para reconocer proteinas implicadas en la
interaccion de gametos (Stein et al., 2006; Zigo et al., 2013; Kongmanas
et al., 2015). Por otra parte, algunos trabajos se han centrado en analizar
las modificaciones post-traduccionales que experimenta el espermatozoide
durante la capacitacion (Ficarro et al., 2003; Arcelay et al., 2008), asi como
las proteinas que sufren cambios durante el transito del espermatozoide a
través del epididimo (Labas et al., 2015; Skerget et al., 2015).

Una ventaja que presenta la identificacion de proteinas con EM
respecto de los métodos de transcriptomica es que se asegura la presencia
de la proteina en un determinado tejido, lo cual es atin mas destacable en el
caso del espermatozoide, ya que el testiculo es el tejido con mayor actividad
transcripcional y la expresion génica durante las espermatogénesis esta
regulada por mecanismos extremadamente complicados (Chocu et al., 2012;
Soumillon et al. 2013). La complejidad de los mecanismos de regulacion
de genes y transcritos durante la espermatogénesis es la causa de que
el testiculo sea el tejido que presenta la correlacion mas baja entre los
niveles de abundancia de mRNA y proteina (Cagney et al., 2005; Chocu
et al., 2012; Vicens et al., 2017). Por esta razon, un estudio adecuado de
espermatogénesis deberia integrar tanto analisis masivos de expresion

génica, como métodos de protedmica.

3. Evolucion de las proteinas
reproductivas

Desde que Darwin (1871) formulara su teoria sobre la seleccion sexual,
muchos investigadores se han interesado en estudiar la evolucion del
sexo con el fin de comprender los factores que han generado la amplia

diversidad de sistemas reproductivos que se observan en la naturaleza.



Este campo cobré mayor atencion cuando se empezaron a caracterizar
las primeras proteinas reproductivas y se observd que éstas presentan
secuencias muy divergentes entre especies cercanas (Swanson y Vacquier,
2002). Lo anterior constituyd un hallazgo sorprendente, pues debido al
papel esencial de la reproduccidon sexual para la supervivencia de las
especies se esperaba que las proteinas reproductivas estuvieran altamente
conservadas. Sin embargo, este fenomeno se podia observar desde la
perspectiva opuesta: las proteinas reproductivas pueden evolucionar
para ser mas efectivas y competitivas y, por tanto, contribuyen al mayor
éxito reproductivo de los organismos. Su rapida evoluciéon es un patron
recurrente que se ha advertido en grupos tanto de animales como de
plantas, asi como en diferentes etapas de la reproducciéon (Swanson y
Vacquier, 2002; Clark et al., 2006; Turner y Hoekstra 2008; Karr et al.,
2009; Wilburn y Swanson, 2015).

Un meétodo para estimar la tasa evolutiva de una proteina se basa
en comparar la secuencia de ADN codificante entre diferentes especies, lo
que permite estimar el parametro dN/dS, también conocido como omega
(w), que es el cociente entre las mutaciones no sinéonimas —aquellas que
modifican el aminoacido para el que codifica el codon— en sitios no sinénimos
(dN) y las mutaciones sindonimas —las que conservan el aminoacido debido
a la degeneracion del codigo genético— en sitios sinonimos (dS). A partir
del valor o se puede inferir el perfil evolutivo de la proteina; un valor de
o < 1 indica que la proteina esta conservada, ya que la seleccion ha ido
eliminando las mutaciones que alteran los aminoacidos, lo que se conoce
como seleccidon negativa o purificante. Un o ~ 1 se obtiene en genes que han
acumulado mutaciones por relajaciéon de la seleccidon y se considera que
han evolucionado neutralmente, ejemplo de esto son los pseudogenes que
pierden la funcionalidad por la fijacion de mutaciones deletéreas. Existen
genes que muestran o > 1, indicando que las mutaciones en la proteina han
sido favorecidas por seleccion, lo que se conoce como seleccion positiva o

evolucion adaptativa. Las estimas de o para una secuencia completa suelen
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ser < 1, ya que la mayor parte de las proteinas estan sujetas a fuertes
presiones selectivas; también es frecuente que la evolucion adaptativa
solo acttie en algunos episodios de la historia evolutiva de la proteina.
Por estos motivos, para detectar seleccion positiva en las proteinas y en
los organismos se han desarrollado métodos capaces de estimar » en
codones o linajes especificos (Yang, 2002).

La constante identificacion de proteinas reproductivas que experimentan
seleccion positiva llevo a asumir que la mayoria de aquellas implicadas en la
reproduccion evolucionan rapidamente en respuesta a las fuerzas de seleccion
sexual. No obstante, los avances recientes en los métodos de gendmica y
protedbmica han posibilitado reconocer el repertorio de genes y proteinas que
se expresan en tejidos reproductivos como el testiculo (Turner et al., 2008), el
epididimo (Dean et al., 2008) o las glandulas accesorias (Dean et al., 2009).
Los estudios revelaron que la mayoria de las proteinas expresadas en los
tejidos reproductivos se encuentran altamente conservadas, mientras que solo
una pequeha proporciéon de proteinas presentan sehales de seleccion positiva,
ademas de que las proteinas que muestran tal senal son casi exclusivamente
aquellas que se mezclan con los espermatozoides en el eyaculado, como las
proteinas del fluido seminal en mamiferos (Clark y Swanson, 2005; Dean et al.,
2009), las proteinas seminales accesorias en Drosophila (Swanson et al., 2001,
Wolfner, 2002; Findlay et al., 2009), o las proteinas secretadas por el epididimo
que se unen a los espermatozoides durante la maduracion (Dean et al., 2008).

En el caso del espermatozoide, un primer estudio analiz6 la evolucion
de un grupo de proteinas especificas del espermatozoide en mamifero
(Torgerson et al., 2002), el cual reveldo que muestran una mayor divergencia
(medida como dN/dS) que los genes expresados en otros tejidos. Sin embargo,
solo se detectd evidencia de seleccidon positiva para cuatro de los 19 genes
analizados. El primer estudio en el que se combinaron analisis de protedmica
y evolucion molecular se llevd a cabo en el espermatozoide de Drosophila
melanogaster (Dorus et al., 2006). En este trabajo se detecto que las proteinas

del espermatozoide evolucionan con un promedio similar a las de tejidos no



reproductivo,lo que implica quelamayoria se encuentran conservadas y sujetas
a seleccion purificante (fig. 2A); ademas, no se identificdé ninguna proteina
del espermatozoide experimentando seleccion positiva. En un trabajo
posterior se reanaliz6 el proteoma del espermatozoide de D. melanogaster
empleando herramientas protedomicas mas sofisticadas (Wasbrough et al.,
2010). Estos examenes permitieron identificar un catalogo mucho mas
amplio de proteinas, y gracias a la disponibilidad de un mayor ntimero de
genomas secuenciados en especies de Drosophila, se realizaron analisis
mucho mas robustos que volvieron a mostrar que la tasa evolutiva promedio
de las proteinas del espermatozoide es significativamente menor que la de
proteinas de las glandulas accesorias. Por otra parte, revisiones estadisticas
de seleccion detectaron que so6lo 77 genes del espermatozoide (8% del total)
presentan evidencia de seleccion positiva. Tales resultados corroboran que
el espermatozoide esta sometido a una fuerte seleccion purificante.
Posteriormente, Dorus et al., se centraron en conocer las fuerzas
selectivas que han dirigido la evolucion del espermatozoide de mamifero.
Para ello, combinaron los catalogos de proteinas que se habian identificado
en el espermatozoide de raton, por estudios proteémicos previos, con una
coleccion propia obtenida a través de analisis de EM/EM (Dorus et al.,
2010). En este estudio se determino la tasa evolutiva de cerca de mil genes
mediante analisis interespecificos, sirviéndose de las secuencias de raton
y otras especies de mamiferos. Se identifico que los genes que codifican
para proteinas de la superficie del espermatozoide (incluyendo proteinas de
membrana y el acrosoma) evolucionan significativamente mas rapido que el
resto del proteoma (fig. 2B); ademés, una mayor proporciéon de proteinas de
la superficie del espermatozoide muestran evidencia de seleccion positiva.
Estos resultados sugieren que diversas fuerzas selectivas, tales como la
seleccion sexual o la respuesta inmune, podrian estar dirigiendo la evolucion
adaptativa de las proteinas de membrana y el acrosoma, ya que éstas son
las proteinas que eventualmente se exponen al ambiente extracelular y a las

interacciones con otras células.
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Mas adelante, Vicens y colaboradores llevamos a cabo un estudio
comparativo del proteoma del espermatozoide de raton. En esta ocasion, se
compard la evolucion de diferentes grupos de proteinas que se clasificaron
con base en su papel funcional en el espermatozoide (Vicens, Luke, et al.,
2014). Los analisis evolutivos arrojaron que las proteinas del espermatozoide
implicadas en la interaccion con el 6vulo presentan una evolucidon mas
acelerada (fig. 2C); ademas, se observo que el grupo de interaccion de
gametos registra un mayor porcentaje de proteinas bajo seleccion positiva
respecto de los demas grupos funcionales (fig. 2D). Estos resultados se
fundamentan en estudios retrospectivos, en los que se ha identificado
seleccion positiva en diversas proteinas implicadas en la fecundacion de
mamiferos (Swanson et al., 2003; Turner y Hoekstra 2008a; Vicens, Montoto
et al., 2015). Otro grupo que mostrd una alta proporciéon de proteinas bajo
seleccion positiva fue el implicado en la movilidad del espermatozoide. Los
anteriores resultados sugieren que la velocidad de nado puede ser un rasgo
adaptativo en escenarios de competencia entre machos (ver seccion 4) y
estan soportados por las evidencias previas de que algunas proteinas que
regulan la movilidad del espermatozoide presentan cambios adaptativos
(Torgerson et al., 2002; Podlaha et al., 2005; Dorus et al., 2010).

Los dos analisis evolutivos sobre el proteoma del espermatozoide
de raton aqui descritos, junto con las evidencias mostradas por estudios
retrospectivos, sugieren que las interacciones moleculares que ocurren
entre el espermatozoide y el 6vulo durante la fecundacion podrian ser
una diana primaria de las fuerzas de seleccion sexual. Esto es consistente
con lo observado en invertebrados marinos, en los que se ha visto que las
proteinas implicadas en el reconocimiento y fusiéon de gametos evolucionan
rapidamente y muestran intensas sehales de seleccion positiva (Vacquier
y Swanson, 2011). La rapida divergencia de proteinas del espermatozoide
implicadas en la fecundacion parece ser resultado de un proceso de
coevolucion con proteinas de la superficie del 6vulo (Clark et al., 2009; Claw

et al., 2014; Vicens y Roldan, 2014) y esto podria tener implicaciones en



la compatibilidad gamética y el aislamiento reproductivo (Palumbi, 2009;
Vacquier y Swanson, 2011).

Como conclusion diremos que, a pesar de que los primeros estudios
que analizaron las pocas proteinas que tenian una funcion conocida en el
espermatozoide encontraron un gran impacto de la seleccion positiva (Wyckoff
et al., 2000; Swanson y Vacquier, 2002; Torgerson et al., 2002; Clark et al.,
2006; Turner y Hoekstra, 2008), los resultados obtenidos con el analisis de
amplia escala sugieren que so6lo una pequena porcion del proteoma de los
tejidos reproductivos y el espermatozoide experimenta evolucion adaptativa.
Ademas, los focos adaptativos parecen concentrarse en pequehos subgrupos
de proteinas que presentan localizaciones y funciones especificas, como por
ejemplo las proteinas de la membrana del espermatozoide implicadas en el
reconocimiento de gametos. La heterogeneidad evolutiva localizada dentro de
los tejidos reproductivos masculinos y el espermatozoide podria ser resultado
de una compartimentalizacion de la adaptacion en respuesta a las fuerzas de

SSPC, cuyo tema abordaremos en el siguiente apartado.

4, Fuerzas de seleccion
sexual postcopula

Por su funcion, el espermatozoide y los tejidos reproductivos deben ser
un foco de accion de las fuerzas de seleccion sexual postcopula (SSPC),
las cuales implican la competicion entre los eyaculados de los machos, un
fendmeno conocido como competicidon esperméatica (Pizarri y Parker, 2009),
asi como una seleccion diferencial del eyaculado por parte de la hembra,
que pueden derivar de un conflicto sexual o de una eleccion criptica de la
hembra (Pitnick, Wolfner y Suarez, 2009).

La competicion espermatica se define como la competencia que ocurre
entre los espermatozoides de diferentes machos por fecundar un ovocito
(Parker, 1970; Birkhead y Moller, 1998; Pizarri y Parker, 2009), Por tanto,

este fendomeno afecta a especies poligamas, en las cuales los ovocitos se
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pueden encontrar con el eyaculado de varios machos. La competicion
espermatica ha tenido un papel muy importante en la evolucion de los
sistemas reproductivos y ha promovido la adquisicion y adaptacion de
numerosos rasgos anatoémicos, fisiologicos y comportamentales dirigidos
a aumentar la probabilidad de éxito de fecundacion de los machos (Dixson
y Anderson, 2004; Pizarri y Parker, 2009). Una respuesta primaria a la
competicion espermatica es el incremento del tamano de los testiculos, que
tiene como fin aumentar la producciéon de espermatozoides (Soulsbury,
2010; Ramm et al., 2014). Por otra parte, se ha observado que dicha
competiciéon ha promovido la evolucién de diversos rasgos cualitativos del
espermatozoide, lo que confiere a los machos de las especies promiscuas
una mayor eficiencia de fecundacion (Pizarri y Parker, 2009; Fitzpatrick y
Lupold, 2014); entre estos rasgos se incluyen la viabilidad, la movilidad, la
morfologia de la cabeza, las dimensiones de los diferentes componentes del
espermatozoide, la eficiencia de desarrollar la capacitacion y la reaccion
acrosomal, mismos que se han correlacionado tanto con la fertilidad como
con los niveles de promiscuidad (Hunter y Birkhead, 2002; Gomendio et
al., 2006; Gomez Montoto, Magaha, et al., 2011; Gomez Montoto, Varea
Sanchez, et al., 2011; Lupold, 2013; Tourmente et al., 2013). La competicion
espermatica da como resultado que los eyaculados de los machos tengan
una fecundacion mas eficiente. Sin embargo, esto en muchas ocasiones
no beneficia a las hembras, especialmente cuando el ntmero de
espermatozoides que confluye en el tracto femenino es muy elevado, lo
que va a provocar un mayor riesgo de que un 6vulo se fusione con mas de
un espermatozoide (polispermia). La polispermia es perjudicial para la
hembra, ya que da lugar a embriones no viables que no se desarrollan; por
tanto, se genera un escenario en el que las adaptaciones de los machos por
incrementar su probabilidad de fecundar en respuesta a la competicion
espermatica van a propiciar adaptaciones en la hembra para reducir la
tasa de fecundacion. Este fenomeno se conoce como conflicto sexual, ya que

los intereses y las adecuaciones de cada sexo para incrementar su fitness



reducen el del sexo opuesto (Hosken y Stockley, 2005; Chapman, 2006). Por
otra parte, las hembras pueden imponer mecanismos para que sus ovocitos
sean fecundados so6lo por los espermatozoides de determinados machos, lo
que se conoce como eleccion criptica (Eberhard, 1996; Gavrilets et al., 2001).

Debido a que el conocimiento de las bases moleculares del conflicto
sexual y la eleccion criptica es limitado en virtud de la dificultad de estudiar
las interacciones entre el eyaculado y el tracto reproductivo femenino
in vivo (cfr. Pitnick et al., 2009; McDonough et al., 2016), la mayoria de
los estudios tratando de ver las respuestas adaptativas ante la SSPC se
han centrado en determinar el papel de la competiciéon espermatica en
la evolucion del eyaculado masculino (Birkhead y Moller, 1998; Pizarri y

Parker, 2009).

5. El impacto de la seleccion sexual en
la evolucion de los genes reproductivos

Dela seccion anterior concluimos que las fuerzas de SSPC, y en concreto la
competicion espermatica, juegan un papel importante en la adaptacion de
los rasgos reproductivos. No obstante, todas las adaptaciones fenotipicas
deben ser el resultado de variaciones genéticas que se han fijado por
seleccion positiva; por tanto, se establece que la SSPC va a dirigir
primariamente cambios adaptativos en los genes reproductivos. Se han
llevado a cabo diferentes aproximaciones para tratar de examinar los
efectos de la variacion en los sistemas de apareamiento sobre la evolucion
de los genes reproductivos, que van desde intentos por correlacionar
la tasa evolutiva de las secuencias codificantes y reguladoras con la
variacion en la intensidad de la SSPC, hasta comparar los niveles de
expresion de amplias colecciones de genes entre sexos y especies con
diferentes sistemas de apareamiento. En las siguientes subsecciones
describiremos brevemente cada una de las aproximaciones, comentando

los principales hallazgos, asi como las limitaciones de cada una de ellas.
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5.1 Impacto sobre la evolucion de las
proteinas reproductivas

Los primeros trabajos que trataron de evaluar los efectos de la SSPC sobre
la evolucién de las proteinas reproductivas se basaron en la hipotesis de
que la tasa evolutiva, o la intensidad de seleccion positiva, de un gen
reproductivo debe incrementarse con los niveles de SSPC, los cuales se
miden con un indice comportamental (ej. niimero de apareamientos por
ciclo reproductivo) o anatomico (ej. tamaho relativo de testiculos, que es
un indice de competicion espermatica).

Para determinar la asociacion entre la evolucion de los genes
reproductivos y los sistemas de apareamiento se han aplicado
principalmente dos metodologias. La primera consiste en realizar un
analisis de regresion lineal entre la tasa evolutiva (®) estimada para
las ramas de una filogenia con un indice continuo de SSPC (fig. 3A); de
este modo, la obtencion de correlaciones significativas quiere decir que
la proteina en cuestion evoluciona en respuesta a la seleccion sexual.
Usando esta metodologia, Dorus y colaboradores mostraron que la tasa
evolutiva de la semenogelina 2 (SEMG2), que es el principal componente
del fluido seminal y en la formacion del coagulo seminifero en primates,
se correlaciona positivamente con los niveles de competicion espermatica
(Dorus et al., 2004). Ademas, ellos observaron que la tasa evolutiva de
SEMG?2 se relaciona con la tasa de coagulacion del semen en diferentes
especies de primates. Este trabajo represento la primera evidencia de una
proteina reproductiva evolucionando bajo la influencia de la SSPC, ademas
de demostrar el efecto de esta evolucion a nivel fenotipico. Herlyn y Zischler
(2007) analizaron la evolucién molecular del gen zan que codifica para la
zonadhesina, una proteina implicada en el reconocimiento gamético y en
la fecundacion; encontraron una correlacion negativa entre o y el nivel de
dimorfismo sexual, que se interpreta como un indice inverso de competicion
espermatica. Recientemente, Vicens y colaboradores examinamos la evolucion

molecular de PKDREJ, una proteina que participa en el transporte y la



reaccion acrosomal, y encontramos una correlacion positiva entre la tasa
evolutiva y el tamaho relativo de testiculo en especies de roedores (Vicens,
Montoto, et al., 2015). Es posible que la SSPC no solo dirija cambios
en la composicion de aminoacidos, sino que también podria favorecer
la fijacion de inserciones y deleciones. El potencial adaptativo de estos
cambios se plante6 tras observar que el tamano de una proteina del fluido
seminal (SVS II) y otra del espermatozoide (catsperl) se correlacionan
significativamente con los niveles de competicion espermatica (Ramm et
al., 2009; Vicens, Tourmente, et al., 2014).

Aunque la primera hipotesis implicaba que la tasa evolutiva de una
proteinareproductiva debe correlacionarse positivamente con los niveles de
competicion espermatica, Luke, Vicens y colaboradores encontramos una
correlacion inversa entre la tasa evolutiva del precursor de la protamina
2 (PRM2) y el tamaho relativo de testiculo en roedores (Luke et al., 2011).
Dado que PRM2 esta codificada por un gen duplicado de PRM1, que es
la protamina principal encargada de compactar la cromatina durante la
espermiogénesis, el gen PRM2 podria presentar una funcion redundante
y estar sujeto a relajacion funcional. Un estudio posterior reveld que una
mayor conservacion de PRM2 se correlaciona con una mayor elongacion
de la cabeza del espermatozoide, un rasgo que lo hace mas veloz y por
tanto mas competitivo (Luke et al., 2014). A partir de estos hallazgos se ha
sugerido que la seleccion sexual puede actuar conservando copias de genes
especificos del espermatozoide para potenciar algunas funciones.

La segunda aproximacion se centra en determinar si existe mayor
intensidad de seleccion positiva en aquellos linajes con mayor SSPC. En
este método se clasifican las ramas de una filogenia en dos categorias,
en funciéon de su valor del indice de SSPC (fig. 3B). A esta filogenia se le
aplican diferentes modelos evolutivos de maxima verosimilitud, para evaluar
si existe seleccion positiva en las ramas correspondientes a los linajes
de alta SSPC respecto de las de baja (para una descripcion mas detallada

del método, ver Ramm et al., 2008). Ramm y colaboradores encontraron
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evidencia de seleccidon positiva en cinco de siete proteinas implicadas
en la reproduccion en roedores. De estas cinco, sdblo SVS2 —que es un
componente del fluido seminal involucrado en la formacion del tapon
copulatorio— mostro seleccion positiva en los linajes de mayor competicion
espermatica empleando la metodologia mencionada. Finn y Civetta
(2010) analizaron la evolucion de la familia de proteinas de membrana
ADAMs que participan en la interaccion con otras células o componentes
extracelulares y encontraron senal de selecciéon positiva concentrada en
las especies de primates mas poliandricas para tres ADAM expresadas
en la superficie del espermatozoide. En el trabajo citado en el parrafo
anterior de Vicens y colaboradores (Vicens, Montoto, et al., 2014) también
se detecto evidencia de seleccion positiva en PKDREJ para las especies de
roedores con mayores niveles de competicion espermatica.

En la tabla 1 se concentran todas las proteinas en las que se ha
identificado un efecto dela SSPC. A pesar de que seha analizadola evolucion
de numerosos genes reproductivos, han sido muy pocos en los que se ha
encontrado una asociacion significativa entre su tasa evolutiva (o su senal
de seleccion positiva) y los niveles de SSPC. La dificultad para determinar
el impacto molecular de la SSPC por estas metodologias se ha atribuido
a cuatro posibles (y no excluyentes) factores: 1) los rasgos reproductivos
normalmente estan regulados por multiples genes con efectos aditivos,
2) las fuerzas de seleccion sexual pueden actuar sobre diferentes genes
en distintas especies, 3) otras fuerzas selectivas no relacionadas con
el sexo (ej. respuestas inmunologicas en el tracto femenino) pueden
dirigir la evolucion de genes reproductivos y 4) los métodos para detectar
covarianzas entre la tasa evolutiva de una proteina reproductiva y los
sistemas de apareamiento presentan limitaciones importantes (Wong,
2011). Las dos primeras limitaciones pueden resolverse llevando a cabo
analisis masivos que determinen la evoluciéon de amplios catalogos de
genes y proteinas entre especies con diferente sistema de apareamiento,

como veremos a continuacion.



5.2 Impacto sobre la evolucion de la expresion
de los genes reproductivos

Las adaptaciones fenotipicas pueden ser resultado de cambios en la secuencia
codificante de los genes; no obstante, las modificaciones en la regulacion de
la expresion génica pueden tener un efecto mas importante en los cambios
adaptativos, ya que las secuencias reguladoras y los niveles de expresion son
mas labiles y presentan menos restricciones funcionales que las secuencias
codificantes. Mientras que en la mayoria de los estudios en la pasada
década se examind la evolucion estructural de las proteinas reproductivas,
muy pocos trabajos se interesaron en evaluar los efectos fenotipicos de los
cambios en las regiones reguladoras y los niveles de expresion de los genes
reproductivos. Esto se ha debido principalmente a la mayor dificultad de
identificar los elementos reguladores y a las limitaciones de los modelos
que determinan el modo de evolucion de la expresion génica (Gilad et al.,
2006). No obstante, existen evidencias de que mutaciones adaptativas en los
elementos reguladores pueden causar cambios en los niveles de expresion
de los genes y que tal variacion tiene la capacidad de generar modificaciones
en rasgos fenotipicos (Sucena y Stern, 2000; Shapiro et al., 2004; Rockman
et al., 2005).

Se ha demostrado que los genes con expresion sesgada entre los sexos
son altamente divergentes, tanto a nivel de estructura como de expresion
(Ellegren y Parsch, 2007). Por otra parte, un estudio de Brawand y
colaboradores analizo6 la evolucion de la expresion génica en diversos tejidos
de mamiferos, evidenciando que en testiculo ha sido mucho mas rapida
que en los tejidos somaticos (Brawand et al., 2011). Estas caracteristicas
han llevado a plantear que la rapida evolucién de los genes con expresion
restringida a los sexos masculino o femenino son producto de la seleccion
sexual, aunque esto no se ha evaluado hasta recientemente. En un primer
intento de determinar si la SSPC influye en la evolucién de la expresion de
los genes reproductivos masculinos, Martin-Coello y colaboradores (2009)

compararon la secuencia reguladora de los genes que codifican para las
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protaminas entre especies de roedores con diferentes niveles de competiciéon
espermatica. Ellos encontraron que la divergencia del promotor de PRM2
se correlaciona positivamente con los niveles de competicion espermatica.
Posteriormente, Luke y colaboradores (2014) detectaron una asociaciéon
negativa entre los niveles de transcripcion de PRM2 y la elongacion de la
cabeza. Dado que una cabeza mas elongada incrementa la velocidad de nado
de los espermatozoides, es posible que la SSPC favorezca una menor expresion
de PRM2 en las especies mas promiscuas para generar espermatozoides mas
veloces y competitivos. Esto sugiere que las fuerzas de SSPC podrian dirigir
cambios reguladores en la expresion de los genes reproductivos.

En un estudio reciente de Harrison y colaboradores (2015) se comparo la
evolucion del transcriptoma entre especies de aves con diferentes niveles de
seleccion sexual, el cual revelo que los indices de SSPC predicen la proporcion
de genes que tienen una expresion restringida a los machos, fenémeno que
no se observa en las hembras. En este estudio también se observo que
los genes restringidos a machos presentan una mayor divergencia de sus
secuencias codificantes. Sin embargo, no se encontrd una asociacion entre
la tasa evolutiva de las secuencias codificantes con los niveles de seleccion
sexual. Estos resultados sugieren que la seleccion sexual tiene, al menos a
corto plazo, una mayor influencia sobre la evoluciéon de la expresion de los
genes que sobre la divergencia de las secuencias codificantes.

Se han propuesto varias fuerzas y mecanismos que podrian contribuir
a la expresion sesgada de genes entre los sexos (Parsch y Ellegren, 2013).
En el caso de los genes sesgados a los machos, un mecanismo propuesto y
del cual se tiene cada vez mas evidencias, es la adquisicién de una expresion
especifica o enriquecida en el testiculo de una nueva copia de un gen
originada por un evento de duplicaciéon en tandem o retroduplicacion (Karr
y Dorus, 2012; Parsch y Ellegren, 2013). Esta puede ser la causa principal
de que la evolucion de la expresion en testiculos sea mucho mas rapida que
en tejidos somaticos (Brawand et al., 2011). La adquisiciéon de expresion

de genes en el testiculo puede dar lugar a la ganancia de nuevas proteinas



y funciones en el espermatozoide, como se ha observado previamente en

algunos estudios (Dorus et al., 2008; Dorus et al., 2011).

6. La proteomica comparativa como
herramienta para estudiar el
impacto de la seleccion sexual en

el espermatozoide

Como dijimos en las secciones anteriores, las fuerzas de SSPC han tenido
un fuerte impacto en la evolucion de la expresion génica en los machos
(ver subseccion 5.2). Aunque el transcriptoma del testiculo parece ser un
foco de accidon de la seleccion sexual, la evolucion de la expresion génica en
este tejido podria no mostrar una correlacion clara con la diversificacion
del espermatozoide, dada la alta complejidad de los procesos de regulacion
que ocurren en la espermatogénesis (ver seccion 2).

Los analisis proteémicos parecen ser, por tanto, una herramienta
adecuada para asociar los cambios de expresion génica del testiculo
con la diversificacion fenotipica del espermatozoide. A pesar de la
amplia coleccion de estudios que ha caracterizado la composicion del
espermatozoide en diversas especies (ver seccion 2), hasta recientemente
no se han podido evaluar las bases moleculares de la diversificacion
del gameto masculino. Esto se ha debido principalmente a la carencia
de herramientas cuantitativas que permitan comparar el proteoma de
especies con diferentes sistemas de apareamiento. En un estudio actual
llevado a cabo por Vicens y colaboradores, aplicamos por primera vez
herramientas de protedmica cuantitativa para comparar el proteoma del
espermatozoide entre tres especies de roedores con diferentes niveles
de competicion espermatica (Mus musculus, M. spretus y M. spicilegus)
(Vicens et al., 2017). En este trabajo se compararon cuantitativamente
mas de mil proteinas y se exploraron aquellas del espermatozoide

que muestran patrones de divergencia correlacionados con cambios
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en la intensidad de competicion espermatica mediante analisis de
clustering (fig. 4A). Examenes de ontologia sobre las proteinas de cada
claster revelaron grupos subcelulares y funcionales que responden a la
variacion en la competicion esperméatica; un hallazgo interesante fue
el enriquecimiento de proteinas acrosomales y del complejo receptor de
la zona pelucida dentro del claster 2 (fig. 4B), indicando que la especie
que experimentd una relajacion de la seleccion sexual desde el ancestro
coman (M. musculus) redujo la expresion de proteinas implicadas en el
reconocimiento e interaccion con la zona peltcida. Esto podria justificar
las asimetrias en fecundaciéon que se observaron previamente entre estas
especies (Martin-Coello et al., 2009). Respecto del flagelo, se percibié un
enriquecimiento de proteinas que componen el armazon de dineinas y el
aparato central del axonena, asi como un grupo de proteinas que contribuyen
a la actividad motriz de los microttibulos, en los clusters 1y 2, correlacionados
positivamente con los niveles de competicion espermatica (fig. 4B). Por
otra parte, en los clusters 3 y 4, que corresponden a una disminucion de
la abundancia en especies de mayor competicion espermatica, se registro
una alta representacion de proteinas implicadas en glicolisis (fig. 4C). Esta
observacion reflejaria la menor dependencia que tienen las especies M.
spretus y M. spicilegus de esta ruta metabolica para la produccion de ATP
(Tourmente et al., 2015).

Por tanto, nuestros analisis de protedomica comparativa sugieren que
algunos grupos de proteinas podrian alterar su nivel de abundancia en
el espermatozoide como respuesta primaria a un aumento o reduccion
de la competicion espermatica. No obstante, queremos ser cautos a
la hora de interpretar nuestros resultados, ya que sbélo trabajamos
con tres especies. Ademas, se debe tener en cuenta que la competicion
espermatica probablemente no es la Gnica fuerza que provoca la variacion
protedmica observada y que otros procesos neutrales o selectivos deben
ser considerados para comprender mejor la diversificacion molecular del

espermatozoide.



7. Futuras perspectivas

Los avances en las herramientas de genomica y protedmica logrados
durante la Gltima década han permitido ampliar el conocimiento sobre
la composicion molecular de los diferentes tejidos reproductivos y del
espermatozoide. Empero, el estudio de las fuerzas y mecanismos que
dirigen la evolucion de los genes reproductivos todavia se encuentra en
una etapa temprana. Las primeras indagaciones que integran métodos
masivos con analisis de genémica comparativa y evolucion molecular han
permitido conocer el impacto de la seleccion positiva sobre el proteoma
de tejidos reproductivos y el espermatozoide; sin embargo, la evolucion
adaptativa de los genes reproductivos parece ser resultado de fuerzas
selectivas heterogéneas y entre éstas el grado de aportacion de la seleccion
sexual atin no se ha determinado. Por tanto, para evaluar rigurosamente
el impacto de las fuerzas de SSPC sobre la evolucion de sistemas
reproductivos y los gametos se requieren aproximaciones que comparen
catalogos amplios de genes o proteinas entre especies filogenéticamente
proximas que abarquen un rango de sistemas de apareamiento. Empero,
siempre se debe tener en cuenta que pueden existir fuerzas selectivas
mas prominentes que la seleccion sexual y otras funciones pueden ser el
resultado de la evolucion adaptativa de los genes reproductivos como, por
ejemplo, la respuesta inmune.

Por otro lado, la inmensa mayoria de estudios que han analizado
el papel de la seleccion sexual en rasgos reproductivos se han centrado
Gnicamente en componentes masculinos, dejando de lado los femeninos.
Futuros analisis evolutivos y funcionales de los sistemas reproductivos
deberan tener en cuenta la interaccion y el conflicto entre los dos sexos;
es decir, para tener un conocimiento mas preciso sobre la influencia de
las fuerzas de SSPC se debera estudiar conjuntamente el espermatozoide
con elementos del tracto reproductivo femenino (TRF). Considerar las
interacciones entre los componentes masculinos y femeninos también sera

necesario para comprender como coevolucionan los sistemas reproductivos.
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Aunque tradicionalmente se han utilizado aproximaciones de genética
inversa para investigar las bases moleculares de los rasgos reproductivos
adaptativos, las herramientas de genética directa pueden ser muy valiosas
para identificar genes asociados con diferencias en el éxito reproductivo. Un
buen ejemplo es el reciente trabajo de Fisher y colaboradores (2016), quienes
identificaron que la variacion del locus PRKAR1A predice diferencias en la

longitud de la pieza media del espermatozoide y la eficiencia de fecundacion.

Tabla 1. Lista de proteinas reproductivas masculinas que han evolucionado en respuesta
a la seleccion sexual postcopula.

Tamafio relativo de
testiculos.
Numero de parejas por ciclo . Doruset al.,
SEMG2 Omega reproductivo. Cor Primates 2004, PKDREJ
Tasa de coagulacion
seminifera.
Omega ~ . Rammet al.,
SVS-II Masa Tam:g;iri?;;vo e Cat Roedores | 2008; Ramm
molecular : et al., 2009,
Martin-Coello
Tamafio relativo de et al., 2009;
PRM2 Omega . Cor Roedores Ltk ol
2011.
Herlyny
ZAN Omega Dimorfismo sexual. Cor Primates Zischler,
2007.
Tamafio de Tamafio relativo de Vicens,
CATSPER1 laregion testiculo. Cor Roedores Tourmente,
N-terminal Movilidad espermdtica. et al., 2014,
Tamafio relativo de e,
PKDRE] Omega . Cor, Cat Roedores Montoto,
testiculo.
et al., 2014.

aMeétodo comparativo para evaluar la asociacion de evolucion de genes con sistemas de apareamiento:
correlacion tasa evolutiva (Cor), clasificacion de ramas por categorias en términos del nivel de
seleccion sexual (Cat).



Figura 1. Protocolo de extraccion e identificacion de proteinas del
espermatozoide. El paso inicial es aislar los espermatozoides de su medio (puede ser
del eyaculado o del tejido de almacenaje, dependiendo el organismo); se extraen las
proteinas de las células totales o de compartimentos subcelulares, para lo que hay que
realizar un fraccionamiento subcelular previo. Las proteinas extraidas normalmente se
separan en geles de poliacrilamida (PAGE), mediante el uso de geles 1D (1D-PAGE) o
2D (2D-PAGE). Las proteinas se escinden de los geles y se digieren (regularmente con
tripsina) para generar los péptidos, que se separan (comunmente por cromatografia
liquida) y se analizan por espectrometria de masas. Los datos de espectrometria
finalmente son identificados con proteinas mediante algoritmos de biisqueda en bases de
datos. Figura basada en el esquema Amaral et al., 2014. Imagenes tomadas de Van der
Velden et al. 2011 (gel 1D), Wikimedia Commons (gel 2D), Wikipedia (Espectrometro),
Separation Science (espectros) y Findlay & Swanson, 2010 (identificacion de proteinas).
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Figura 2. Evolucion del proteoma del espermatozoide en diferentes especies.
A) Estimacion de la tasa evolutiva promedio del proteoma del espermatozoide de
Drosophila Melanogaster y su comparacion con proteinas no reproductivas, proteoma
de las glandulas accesorias y proteinas accesorias (ACPs). En la parte inferior se
muestran las comparaciones estadisticas respecto del proteoma del espermatozoide y
de las glandulas accesorias. NS: no significativa, ++: p < 0.01. Modificada de Dorus
et al., 2006. B) Estimacion de las tasas evolutivas de los diferentes componentes
subcelulares del espermatozoide de raton. Se muestran las estimas promedio para
el proteoma completo del espermatozoide, las proteinas de membrana y el flagelo.
Las tasas evolutivas se calcularon para raton mediante comparacion con ortologos
de otros mamiferos; se muestran diferencias significativas entre proteinas de
membrana y el resto del proteoma (* p < 0.01). Modificada de Dorus et al., 2010. C)
Tasa evolutiva promedio de genes clasificados en diferentes categorias funcionales del
espermatozoide. D) Proporcion de genes sujetos a seleccion positiva en las diferentes
categorias funcionales. SMG: espermatogénesis; MET: metabolismo; MOT: movilidad,;
CAP: capacitacion; AR: reaccion acrosomal; SEI: interaccion espermatozoide-ovulo.
Modificada de Vicens et al., 2014.
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Figura 3. Métodos comparativos para identificar genes reproductivos bajo
la influencia de la seleccion sexual postcopula (SSPC). A) Estimacion de tasas
evolutivas (o) en las ramas terminales de una filogenia y correlacion de  con un indice
de SSPC como, por ejemplo, el tamano relativo de testiculo. La longitud de las ramas
es proporcional a las tasas evolutivas. B) Division de las ramas entre linajes con alta
SSPC (ejemplo: especies poliandricas) o baja SSPC (ejemplo: especies mondogamas).
Modelos evolutivos de maxima verosimilitud que asumen seleccién purificante sobre
todas las ramas (o < 1, nulo) con modelos que tienen en cuenta seleccion positiva en
las ramas de alta SSPC (o > 1, alternativo) son comparados estadisticamente. Figura
basada en Wong, 2011.
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Figura 4. Diversidad del proteoma del espermatozoide asociada con la
intensidad de competicion espermatica. A) Analisis de clustering identificaron
patrones de divergencia asociados con los niveles de competicion espermatica, estimada
con la diferencia en el tamahno relativo de testiculos. La significancia de pertenencia de
las proteinas a cada cluster se indica mediante colores (morado: mayor probabilidad;
verde: menor probabilidad), asi como el porcentaje de desviacion en la cantidad de
proteinas asociadas a cada cluster respecto de la esperada desde una distribuciéon
uniforme (60 proteinas por cluster). B-C) Enriquecimiento de proteinas pertenecientes a
diferentes grupos funcionales relacionados con la cabeza (B) y el flagelo (C) Diferencias
significativas entre clusters se sehalan con asteriscos. Los valores de enriquecimiento
se estimaron con base en la frecuencia de proteinas esperada, dentro de categoria del
proteoma del espermatozoide. Figuras tomadas y modificadas de Vicens et al., 2017.
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1. Introduccion

n vertebrados como los mamiferos, los espermatozoides que

se producen en los tubulos seminiferos dentro de las gonadas

masculinas no son capaces de fecundar al ovulo. Por lo anterior,
deben sufrir una serie de cambios morfologicos y bioquimicos conforme
recorren el tubulo epididimario, que les permitan capacitarse para llevar a
cabo la reaccion acrosomal, el reconocimiento y la fecundacion del gameto
femenino dentro del tracto genital femenino (Cervantes et al., 2008; Cooper,
2011; Rodriguez-Tobon et al., 2015). La reaccion acrosomal es un evento
Gnico de exocitosis del acrosoma, indispensable para que el espermatozoide
fecunde al 6vulo homologo (Beltran et al., 2016). Esta serie de cambios que
le ocurren a los espermatozoides durante su transito por el epididimo son
conocidos como maduracion espermatica epididimaria y son ocasionados en
conjunto por el tejido epitelial y el microambiente generado por las mismas

células del tabulo (Caballero et al., 2010; Rodriguez-Tobo6n, 2011).

2. El tubulo epididimario

El epididimo es un tnico tubulo contorneado que se encuentra
adosado a la parte craneal del testiculo y que puede medir de 3 a 80 m,
dependiendo de la especie. Es responsable del transporte, la maduracion y

el almacenamiento de los espermatozoides (Robaire et al., 2006; Sullivan et
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al., 2007). En mamiferos se han reconocido de manera general tres regiones
anatomicas gruesas (cabeza, cuerpo y cola) (fig. 1), ademas del segmento
inicial que se conecta con los ttibulos eferentes (Arenas-Rios et al., 2005;
Robaire et al., 2006). En el conducto epididimario se han descrito diversos
tipos celulares encargados de la sintesis, la secrecion y la absorcion de
sustancias que entraran en contacto directo con los espermatozoides (Serre
v Robaire, 1998). Las células apicales se localizan en la parte inicial y en la
zona intermedia del epididimo de la rata adulta, y ocasionalmente en otros
segmentos epididimarios en ratas de edad avanzada (Adamali y Hermo,
1996). Estas células se asemejan a las células principales, pero éstas
presentan un nicleo caracteristico esférico situado en la parte apical y no
tienen contacto con la membrana basal (Adamali y Hermo, 1996; Robaire et
al., 2006). Debido a que las células apicales participan también en procesos
de secrecion y de endocitosis, se ha considerado que modifican el ambiente
luminal del tabulo epididimario, puesto que estan involucradas en la
degradacion y eventual internalizacion de proteinas (Adamali y Hermo,
1996; Andonian y Hermo, 1999).

Las células estrechas, asi como las apicales, solo aparecen en el epitelio
del segmento inicial y en la zona intermedia del epididimo de rata y de
raton; se caracterizan por sus numerosas vesiculas apicales localizadas en
forma de copa que estan involucradas en la endocitosis, ademés de secretar
iones H* hacia la luz del tabulo epididimario. Estas células se diferencian
morfologicamente de las células principales y de las apicales por la expresion
de diferentes proteinas, y porque pueden ser precursoras de las células
claras (Serre y Robaire, 1998; Robaire et al., 2006).

Las células claras no estan en el segmento inicial del epididimo
de rata (Moore y Bedford, 1979), pero en muchas especies, incluyendo
al humano, las podemos encontrar en las tres regiones del epididimo
(Robaire et al., 2006). Se distinguen por realizar una funciéon endocitica
mucho mayor que la efectuada por las células principales adyacentes,

consideradas especializadas en la fagocitosis, sobre todo en la cola del



epididimo; ademaés, participan junto con las células estrechas en la
acidificacion del fluido luminal (Oko et al., 1993; Andonian y Hermo,
1999; Robaire et al., 2006).

Las células halo son pequenas, con un estrecho borde citoplasmatico y se
localizan en todo el epididimo. Estas se encuentran normalmente en la base del
epitelio y contienen un nicleo conformado por un nimero variable de granulos
densos, se han descrito como linfocitos 0 monocitos, sélo que no son linfocitos
tipicos migratorios. Entre las principales diferencias, estan sus granulos que
contienen cuerpos multivesiculares y un gran reticulo endoplasmico.

Anatomicamente cada region epididimaria se puede dividir, a su vez,
en segmentos intrarregionales, formando lébulos de ttbulo epididimario
enroscado, separados por septos de tejido conectivo (STC) que le brindan
soporte y estabilidad al organo en si. Ademas de estas caracteristicas, las
células epiteliales de cada region del epididimo expresan diferentes genes y
sintetizan diversas proteinas que, junto con otras sustancias que se liberan al
lumen, establecen el microambiente y cuando los espermatozoides recorren
el conducto epididimario estan en contacto directo con ese microambiente
luminal especifico (Turner et al., 2003; Robaire et al., 2006; Aitken et al.,
2007). Este es el caso de la cabeza y el cuerpo, en donde se lleva a cabo la
maduracion de espermatozoides en la mayoria de especies de mamiferos.
Sin embargo, en el murciélago Corynorhinus mexicanus se ha reportado que
es en la cola del epididimo donde termina de madurar el espermatozoide
(Cervantes et al., 2008; Rodriguez-Tobon et al., 2015; Rodriguez-Tobon et
al., 2015a) y donde se almacena (Turner et al., 2003; Robaire et al., 2006).

3.Maduracion espermatica epididimaria
La microtopografia tan heterogénea que presenta la membrana del
espermatozoide es en parte la clave del entendimiento de las complejas
funciones del espermatozoide durante su existencia post-testicular (Eddy

et al., 1985; Schroter et al., 1999; Eddy, 2006). Se ha observado que la
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composicion ionica, las moléculas organicas y las distintas proteinas
que tienen contacto con los espermatozoides durante su transito por el
epididimo son lo que produce las continuas modificaciones, que permiten
el aumento en la carga negativa de la membrana plasmatica, la pérdida de
la gota citoplasmatica, el cambio en el coeficiente fosfolipidos/colesterol, la
restructuracion o remodelacion de la forma del acrosoma, la disminucion
del diametro de las mitocondrias, el incremento del movimiento progresivo
y la adicion, eliminacion y modificacion de proteinas (Lewis y Aitken, 2001;
Ecroyd et al., 2004; Naz y Rajesh, 2004; Sidhu et al., 2004; Sullivan et al.,
2007; Fabrega et al., 2011). En conjunto, a estos cambios que experimenta el

espermatozoide se le conocen como maduracion espermatica epididimaria.

4. Secreciones apocrinas en el epididimo
Las células epiteliales del epididimo presentan diferencias region-especificas
en su funcion y en los patrones de secrecion de proteinas (Girouard et al.,
2009). Se ha descrito que una de las caracteristicas que presentan las células
principales y estrechas, de muchas especies de mamiferos, es la formacion
de vesiculas en la parte apical. Dichas burbujas interaccionan con los
espermatozoides que recorren el tibulo epididimario y estan involucradas
en la transferencia de proteinas desde el tejido epitelial a la membrana de
los espermatozoides (Saez et al., 2003).

A las vesiculas formadas en el tejido epitelial del ducto excurrente del
macho y secretadas en el plasma seminal en varias especies de mamiferos,
incluyendo conejos, primates, ovejas, perros, gatos, bovinos, caballos, ratas
y humanos, se les conoce como prostasomas (Saez et al., 2003; Rejraji et
al., 2006; Girouard et al., 2009). Basados en el proceso clasico de secrecion
exocrina, diversos estudios han mencionado que las células epiteliales
del tubulo epididimario participan en los procesos de secreciéon apocrina
(aposomas) (Aumuller et al., 1999), solamente que al encontrarse dentro

del ttibulo epididimario han sido nombradas como “epididimosomas”. Estas



vesiculas presentan una ultraestructura en apariencia electrodensa similar
a los exosomas y tienen un tamano variado que va de ~10 nm hasta 500 nm
de diametro (Griffiths et al., 2008).

Yanagimachi et al. (1985) fueron los primeros en describir la interaccion
de unas vesiculas de membrana encontradas en el lumen epididimario con
los espermatozoides y consideraron que la membrana de los espermatozoides
es susceptible de experimentar numerosos cambios durante su maduracion.
Lo anterior los llevdo a asumir que las vesiculas estarian involucradas en
el transporte de diferentes moléculas —como el colesterol, enzimas y/o
glicoproteinas— del tejido epididimario a la membrana de los espermatozoides,
conforme éstos bajan de cabeza a cola del epididimo.

Desde hace ya algunas décadas se sabe que el epitelio epididimario
secreta las proteinas que interactuaran con el espermatozoide durante
su paso por las diferentes regiones del epididimo para generar un gameto
completamente funcional (Robaire et al., 2006). Ahora se acepta que
los epididimosomas estan implicados en la transferencia de proteinas
relacionadas con la movilidad del espermatozoide, la interaccion con la zona
pelticida y su capacidad de fecundacion (Sullivan y Saez, 2013). Ademas, se
han logrado reconocer proteinas como Rab (poteina G pequena) y SNARE
(receptor de proteina de unibén al factor sensible a N-etilmaleimida), que
se encuentran relacionadas con el trafico y fusion de vesiculas (Sullivan
y Saez, 2013). La composicién de lipidos contenida en los epididimosomas
varia a lo largo del tabulo epididimario. En el toro y en los muridos, el
cociente fosfolipidos/colesterol incrementa 1.5 veces de la cabeza a la cola
del epididimo; en el caso particular del raton, los epididimosomas son ricos
en esfingomielina y acidos grasos poliinsaturados (acido araquidonico,
principalmente) (Rejraji et al., 2006).

Se ha planteado que aligual que enlamembrana de los espermatozoides,
los epididimosomas también poseen regiones abundantes en esfingolipidos y
colesterol, conocidas como “balsas lipidicas” o regiones de membrana resistentes

a detergentes (MRD) (Girouard et al., 2009). Se ha descrito que la proteina
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epididimal bovina (P25b) se asocia a MRD en epididimosomas de toro y que
se transfiere a MRD del espermatozoide, por lo que pudiera utilizarse como
blanco de proteinas secretadas por el epididimo hacia una region especifica de
la membrana del espermatozoide (Sullivan y Saez, 2013). Sin embargo, existen
otras proteinas, como el factor de migracion de macrofagos (MIF) y la aldosa

reductasa, que no se asocian a MRD (Sullivan y Saez, 2013).

5.Los epididimosomas y su participacion
en la maduracion epididimaria

En mamiferos, el espermatozoide que ha alcanzado su madurez posee
distintos dominios funcionales en la membrana plasmatica que pueden
estar regulando sus interacciones con los epididimosomas. En donde el
dominio de la cabeza se encuentra relacionado con el reconocimiento de la
zona pelticida y con la penetracion del ovulo, la pieza media proporciona
la energia para el movimiento y la cola auxilia en la movilidad flagelar
(Cooper, 2011). Por lo anterior, se espera que las proteinas adquiridas
por el espermatozoide durante su maduracion tengan una localizacion
estratégica y funcional en las distintas estructuras del mismo.

Estos microdominios que se especializan en eventos de senalizacion
celular y trafico de vesiculas son abundantes en glicosil fosfatidil inositol
(GPI) y moléculas de sehalizaciéon transmembranal como las proteinas
tirosin-cinasas (PTK). Al transferirse proteinas de los epididimosomas
al espermatozoide, algunas se pueden establecer como proteinas de
membrana (Kirchhoff y Hale, 1996) o ser incorporadas en estructuras
internas de la misma célula (Frenette et al., 2005).

Muchos de los cambios moleculares que ocurren durante la
maduracion de los espermatozoides involucran proteinas estructurales,
receptores en la superficie de la membrana, canales idnicos, hormonas,
citocinas y agua, asi como proteinas de la matriz extracelular. La actividad

y disponibilidad de muchas de las proteinas se regulan por proteasas,



aunque se desconocen con exactitud las proteasas que participan en el
proceso (Netzel-Arnett et al., 2009).

Las proteinas secretadas en la region cefalica y corporal del
epididimo estan involucradas en la adquisicion de una marcada
movilidad y la habilidad de unirse con la zona pelucida, asi como
en la fusion con la membrana plasmatica del ovocito (Turner et al.,
2003). Dichas proteinas también se relacionan con la proteccion contra
el estrés oxidativo y la eliminacion de espermatozoides defectuosos
(Sullivan et al., 2005; Rejraji et al., 2006; Sullivan et al., 2007). Las
proteinas secretadas en la region caudal del epididimo son necesarias
para mantener la viabilidad y el potencial de fecundacion de los
espermatozoides almacenados (Saez et al., 2003).

En especies como el toro, el cerdo, el carnero, los roedores y los caballos
se ha demostrado que la incorporacion de proteinas al espermatozoide desde
el tejido epitelial epididimario sucede de forma regionalizada (Belleannee
et al., 2011; Baker et al., 2012), siendo algunas dirigidas a la parte de
la membrana que cubre el acrosoma y otras a la pieza media del flagelo
(Griffiths et al., 2008; Martin-DeLeon, 2015).

Algunas moléculas que se encuentran en el acrosoma son modificadas
durante la maduraciéon espermatica, entre las que destacan aquellas que
contienen cadenas de carbohidratos, tales como D-galactosidasa y N-acetil-
D-galactosamina, que durante la glicosilacion y/o proteélisis disminuyen en
tamano molecular debido a la sustitucion de varios de sus glicoconjugados
(Toshimori, 1998). Esta reducciéon molecular se ha determinado en conejo
(Mukerji y Meizel, 1979), humanos (Baba et al., 1989), cuyo (Anakwe et al.,
1991),rata(Nagdas, 1992)y cerdo (Babaet al., 1994). También se hareportado
en espermatozoides de cuyo y chimpancé que ciertos glicoconjugados que se
adicionan durante la espermiogénesis a la membrana acrosomal y a toda
la membrana plasmatica se redistribuyen subsecuentemente a la region
posterior de la cabeza, reduciendo su tamaho durante la maduracion

y migrando finalmente a la membrana interna del acrosoma durante la
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reaccion acrosomal (Myles et al., 1984; Cowan et al., 1986; Phelps et al.,
1990; Overstreet et al., 1995).

Estudiosrecientesindican que la composicion de los epididimosomas
es muy variada en cuanto a proteinas, algunas de las cuales son mas
comunes y otras mas particulares; lo anterior indica que su expresion
esta restringida de una poblacion a otra de vesiculas, dependiendo
de la region del epididimo donde se producen (Sullivan y Saez, 2013).
En el epididimo de distintas especies de mamiferos se han reportado
diferentes poblaciones de epididimosomas, algunas diferenciadas de
acuerdo con su ultraestructura y composicion enzimatica y otras por su
densidad, asi como por su composiciéon de lipidos y de proteinas (Fornes
et al., 1995; Frenette et al., 2010), por lo que se ha propuesto que cada
poblacion de epididimosomas es capaz de transferir un grupo particular
de proteinas al espermatozoide durante su maduracion e interactuar
con él de manera diferente.

Del bagaje de proteinas secretadas por el tejido epididimario, algunas
unidas a GPI son secretadas directamente al lumen epididimario y
transferidas a los espermatozoides por medio de una apolipoproteina J o
clusterina que, se sabe, acarrea lipidos en una gran variedad de biofluidos,
como el que se encuentra en el tubulo epididimario. La clusterina se
localiza abundantemente en el lumen del epididimo y su participacion se
ha relacionado con facilitar al espermatozoide proteinas unidas a GPI,
asi como su remociéon durante las modificaciones que sufre la membrana
(Martin-DeLeon, 2015). Entre las proteinas transportadas por esta via
estan: la molécula de adhesion al espermatozoide de maridos (SPAM1), la
proteina relacionada a patogénesis (GLIPR1L1), la cual esta involucrada
en la union entre el espermatozoide y la zona peltcida del ovocito, asi como
con algunos miembros de las familias de hialuronidasas (HYALS3, HYAL5
y HYALZ2), las serina proteasas unidas a membrana (PRSS21), P34H
(humano), P26H (hamster) y P25B (toro) (Legare et al., 1999; Frenette y
Sullivan, 2001; Zhang et al., 2004; Martin-DelLeon, 2015).



Los epididimosomas, al igual que la clusterina, transportan proteinas
unidas a GPI, por lo que se considera que la entrega de proteinas —ya sea
de manera vesicular o no— estd mediada por interacciones hidrofobicas
(Sullivan y Saez, 2013). Las proteinas asociadas a los epididimosomas
identificadas hasta el momento son CD52 (antes HE5), que forma parte
de la superficie de los linfocitos que se encuentra en el humano, primates
y rata; la molécula de adhesion al espermatozoide de muridos (SPAM1)/
PH-20, cuyo homologo se ha reportado en humanos, primates, bovinos
y ratas; la proteina P26h, secretada en el epididimo y localizada en
espermatozoides de hamster (relacionada con la unién del espermatozoide
a la zona pelaicida) y sus ortologos P34H (humano), P25m (ratén), P25b
(toro) y P31m (primate); ademas de la glutation peroxidasa tipo 5 (GPX5),
vinculada con la proteccion ante el estrés oxidativo y la integridad del
ADN; la metilmalonato-semialdehido deshidrogenasa (MMSDH); el factor
de migracion de macrofagos (MIF), que se asocia a las fibras densas del
espermatozoide, pudiendo estar relacionado con la eliminacion del Zn?*
que afecta a los grupos sulfhidrilo libres en el flagelo del espermatozoide
(Sullivan et al., 2005; Caballero et al., 2010; Sullivan y Saez, 2013; Martin-
DeLeon, 2015); las proteinas aldosa reductasa y sorbitol deshidrogenasa,
que pueden modular la movilidad durante el transito de los espermatozoides
por el epididimo; la liprina a3, relacionada con la reacciéon acrosomal; la
proteina cinasa cSrc, involucrada en la movilidad de los espermatozoides
(Krapf et al., 2012; Sullivan y Saez, 2013), y finalmente la ubiquitina y la
proteina 1 asociada al espermatozoide (ELSPBP1), ambas vinculadas con
la eliminacion de espermatozoides defectuosos, donde la ubiquitina lleva
a cabo la degradacion enzimatica de proteinas mediada por proteozomas.

Para concluir, la familia de proteinas que contienen un dominio de union
a desintegrina y metaloproteasas (ADAMs) estan ancladas a la membrana.
Ademas, se sabe que los miembros de dichas familias estan ampliamente
distribuidos en diferentes especies y presentes en una gran variedad de

tejidos (Cho, 2012). ADAMY7 es una de las proteinas transportadas de los
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epididimosomas a la membrana plasmatica de los espermatozoides (Oh et al.,
2009). Debido a sus caracteristicas como proteina de membrana, ha generado
la idea de que existe fusion entre el espermatozoide y los epididimosomas;
sin embargo, dentro de la literatura reportada existe controversia respecto
a si estas vesiculas se fusionan o no a la membrana de los espermatozoides
(Martin-DeLeon, 2015).

Schwarz et al. (2013) demostraron que los epididimosomas tomados de la
region cefalica del epididimo de toro presentan una mayor capacidad fusogénica
conlamembranadelosespermatozoidesobtenidosdeestaregion,encomparacion
con las vesiculas de la region caudal. La fusion del espermatozoide con los
epididimosomas fue analizada evaluando la compensacion del autoapagado de
la fluorescencia del R18 (Octadecyl rhodamine-B, colorante que se integra con
la parte lipidica de la membrana plasmatica). Los investigadores determinaron
que la tasa de fusion in vitro entre los epididimosomas y los espermatozoides
depende tanto de la concentracion de protones como del tiempo, ya que la
disminucion del pH favorece la fusion de membranas en 180 segundos. La
velocidad de fusion se redujo gradualmente durante un periodo de 10 min
(Schwarz et al., 2013). Adicionalmente, los resultados fueron corroborados con
analisis de microscopia de fluorescencia a pH 5 y 6.5. Después de la fusion
in vitro, se increment6 la sehal de fluorescencia, siendo predominantemente

visible en la cabeza, cuello y pieza media del espermatozoide.

6. Perspectivas

Faltan muchos estudios por hacer para determinar la composicion proteica de
las vesiculas secretadas por el tejido epitelial epididimario (epidimosomas), e
identificar el basto numero de proteinas que se transportan por estas vesiculas.
Investigaciones recientes buscan determinar cuéles proteinas forman parte
de las vesiculas secretadas por parte del tejido epitelial epididimario, que
posteriormente se uniran a los espermatozoides que recorren el epididimo

de cabeza a cola, con el proposito de cotejar qué proteinas se encuentran
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presentes que no se localizaban en las células recién formadas en los testiculos.
Lo anterior ha permitido que muchas de estas proteinas sean consideradas
potenciales blancos para impedir la capacidad fértil de los espermatozoides.
Sin embargo, se debe continuar con las investigaciones en la busqueda de
moléculas exclusivas de los espermatozoides, para no afectar la funcionalidad

de ningln otro tipo celular.

Figura 1. Principales regiones del epididimo: cabeza, cuerpo y cola.

Cabeza  Cuerpo

Modificada de Cervantes et al., 2008.

Figura 2. Esquema de la secrecion apocrina en las células principales del tbulo
epididimario.

Formacién de la burbuja apical

Epididimosoma

Células principales
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1. Introduccion

aconcentracion de AMPcen las células depende de la actividad de las
adenilil ciclasas (ACs) (Cooper, 2003; Cooper y Crossthwaite, 2006;
Hanoune y Defer, 2001), que lo sintetizan, y de las fosfodiesterasas
(FDE) (revisado en Ahmad et al., 2015; Francis et al., 2011; Maurice et al.,
2014), que lo hidrolizan. Este segundo mensajero puede actuar de manera
directa uniéndose a canales i6nicos (Kaupp y Seifert, 2001; Matsumoto et
al., 2003; Santoro et al., 1998; Zufall et al., 1997), activando a la proteina
intercambiadora de nucleotidos de guanina (Epac) (De Rooij et al., 1998), o de
manera indirecta, mediante la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA)

(Beavo y Brunton, 2002) que fosforila proteinas, regulando su actividad.

2. Las adenilil ciclasas (ACs)

Las ACs son enzimas con una distribucion ubicua. En células somaticas de
mamifero existen dos tipos de ACs: las de membrana (ACm) y la soluble
(sAC). Hay nueve genes distintos que codifican paralas ACm (ACm1-9), cuyo
patron de expresion y regulacion es diferente en dichas células somaticas
(Taussig y Gilman, 1995). Las ACm tienen como sustrato al MgATP y se
regulan de manera diferencial por proteinas G, por forskolina —compuesto
no fisiologico extraido de la planta Coleus forskohlii— (Hanoune y Defer,

2001), por cinasas (PKA y/o proteina cinasa estimulada por diacilglicerol
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(PKC) o por otras moléculas de sehalizacion como el Ca?" y la calmodulina
(CaM). La sAC (Buck et al., 1999), descrita originalmente en extractos de
testiculo de rata (Braun y Dods, 1975), se estimula por bicarbonato y por
Ca?, pero a diferencia de las ACm, su sustrato es el MnATP (Chen, 2000;
Jaiswal y Conti, 2003; Litvin et al., 2003; Zippin et al., 2003).

3. La actividad de AC en los
espermatozoides de erizo de mar

La actividad de AC se estudio6 inicialmente en los espermatozoides de erizo de
mar (eem) (Garbers y Kopf, 1980; Garbers, 1989; Kopfy Garbers, 1980), cuando
se pensaba que solo existian las ACm (Cooper, 2003; Cooper y Crossthwaite,
2006; Hanoune y Defer, 2001). En esa época se observo que los eem tenian una
actividad de AC inusualmente alta, comparada con la de células somaticas
(en Mourelle et al., 1984). Ademas, se encontrd que tanto en este sistema
(Garbers, 1981) como en espermatozoides de otras especies, la actividad
dependiente de MnATP era mucho mayor que la dependiente de MgATP.
Se sabe que en eem la actividad de AC se regula por proteinas G (Capasso
et al., 1990), por pH y por Ca?* (Bookbinder et al., 1990; Cook y Babcock,
1993; Kopf' y Garbers, 1980; Mourelle et al., 1984; Watkins et al., 1978), asi
como por hiperpolarizacion de la membrana plasmatica (Beltran et al., 1996).
Aunque la elevacion en los niveles de AMPc inducida por hiperpolarizacion
de los espermatozoides es independiente de Ca?', es claro que dichos niveles
aumentan en presencia de Ca?* y que preceden a la RA (Beltran et al., 1996),
como se observo en cabezas aisladas de los espermatozoides (Garbers, 1981).
Dado que dos componentes de la envoltura del 6vulo hiperpolarizan a los
espermatozoides, un polimero de fucosa sulfatada (FSP) y el decapéptido
speract (GFDLNGGGVG, regulador de la movilidad del espermatozoide), se
penso que era posible que la activacion de la AC participara en la regulacion
de la RA, la movilidad y la quimiotaxis del eem, como en mamiferos (Esposito

et al., 2004; Spehr et al., 2003; Visconti et al., 1995).



4. La adenilil ciclasa soluble

en los eem

La fuente mas importante de AMPc (~94%) en el eem es la AC soluble
(SUSAC, en Vacquier et al., 2014). Esta enzima purificada parcialmente (PM
~190 kDa) de eem Strongylocentrotus purpuratus (Bookbinder et al., 1990)
se clond y secuencido de una biblioteca de testiculos de la misma especie
(SUSAC; Nomura et al., 2005). En espermatozoides de S. purpuratus, la
enzima se distribuye a lo largo del mismo e incluye las areas del acrosoma y
de la mitocondria (Beltran et al., 2007a; Bookbinder et al., 1990). La SUSAC,
como la de mamifero (Chen, 2000; Jaiswal y Conti, 2003; Litvin et al., 2003),
se estimula por bicarbonato, pero a diferencia de ésta, la de erizo de mar lo
hace también por pH alcalino y no por Ca? (Nomura et al., 2005). A pesar
de que la SUSAC tiene cinco sitios posibles de fosforilacion por PKA y de
que en condiciones in vitro se fosforila por PKA y se une a CaM-Agarosa
(Bookbinder et al., 1990; Bookbinder et al., 1991), su actividad no se estimula
por PKA ni por CaM (Nomura et al., 2005).

5. Las ACs de membrana

(ACm) en el eem

El genoma del erizo S. purpuratus? contiene cinco isoformas predichas de
las ACm (ACm1, XP_787811; ACm2, XP_780688; ACm3, XP_011667569.1;
ACmb5, XP_787809 y ACm9, XP_798394), de las cuales cuatro (ACm1l
[fig. 1], ACm2, ACm5 y ACm9) se localizaron mediante experimentos
de inmunofluorescencia (IF) distribuidas de manera diferencial en eem
(Vacquier et al., 2014) y de “Western Blot” (WB) en membranas de cabeza
o de flagelos aislados de los espermatozoides de la misma especie (Beltran
et al., 2007a). En el mismo trabajo demostramos de manera funcional

que la actividad de AC de la fraccion particulada (precipitado de 200,000

2 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/map_search.cgi?taxid=7668&build
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xg) de espermatozoides completos de S. purpuratus se estimula con NaF
(que estimula proteinas G, las cuales modulan ACm) y por forkolina,
que activa las isoformas de ACm1-8. También observamos que la
estimulacion con forskolina se previene por 2',5'-dideoxiadenosina (DDA,
inhibidor permeable de ACm). La estimulacion de la actividad de AC por
forskolina la encontramos en las membranas purificadas de flagelos de
los espermatozoides, corroborando la presencia de ACm en los mismos
(Beltran et al., 2007a). Existen evidencias de la presencia de ACm tanto
en eem Paracentrotus lividus (Capasso et al., 1990) como en mamiferos
(Baxendale y Fraser, 2003; Leclerc et al., 1996; Liguori et al., 2004). Dado
que la SUSAC del eem no se estimula por Ca% y que la Gnica isoforma de
las ACm que se encuentra especificamente en el area del acrosoma del
eem es la ACml (fig. 1), cuyo ortoélogo en mamifero pertenece al grupo I
(ACm1, ACm3 and ACm8) de las estimulables por Ca?*y CaM (revisado en
Vacquier et al., 2014), es posible que la ACm1 sea la enzima responsable
—al menos en parte— del aumento en los niveles de AMPc cuando los eem
se hiperpolarizan en presencia de Ca?* (Beltran et al., 1996). Lo anterior

respalda la participacion de las ACm en la RA del eem.

6. E1 AMPc y la reaccion acrosomal (RA)
El objetivo del espermatozoide es fecundar al 6vulo y para lograrlo, la célula
deben experimentar la reaccion acrosomal (RA). Esta es un proceso complejo
que deben experimentar a los espermatozoides de las especies con acrosoma
(vesicula con pH acidico) para poder fecundar al 6vulo homaologo, el cual se
ha conservado desde los invertebrados marinos hasta los mamiferos y se
compone de una serie de cambios morfologicos y fisiologicos. Los primeros
consisten en la exocitosis de la vesicula acrosomal y de una polimerizacion
de actina dependiente de pH intracelular (pH,) (Tilney et al., 1978), que
conduce a la formacion del tubulo acrosomal, exponiendo una nueva

membrana cubierta por la proteina bindina que interactuara con el 6vulo



(Zigler et al., 2005). Fisiologicamente, la RA se induce de manera especie-
especifica por polimeros de fucosa sulfatados (PFS) de la cubierta de gelatina
del ovulo (EJ) (Alves et al., 1997). En erizo de mar el PFS es el inductor
natural de la RA, que al interactuar con el receptor de la gelatina (suREJ1)
en la membrana plasmatica del espermatozoide (Moy et al., 1996; SeGall y
Lennarz, 1979; Vacquier y Moy, 1997), dispara cambios en el potencial de
membrana (Em) dependientes de K* y aumentos en el pH, y en la [Ca*]. y
de sodio ([Na*])), asi como en los niveles de AMPc, inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) y de acido nicotinico adenina dinucleotido fosfato (NAADP) (revisado
en Darszon et al., 2011). La unién del PFS a su receptor también estimula
las actividades de la 6xido nitrico sintasa (NOS), la fosfolipasa D, la AC y
la PKA, que a su vez fosforila proteinas (revisado en Neill y Vacquier, 2004).

En el laboratorio, la RA puede inducirse en los eem de manera natural
con la envoltura (gelatina o “EJ”) del 6vulo homoélogo, o con el PFS (Hirohashi
et al., 2008) contenido en ella. En este modelo (eem) la RA también se puede
inducir artificialmente, ya sea aumentando el pH extracelular a 9.0, o
mediante el ionoforos de Ca?*, A23187 o el antiportador K*/H*, nigericina
(Hinkley et al., 1986; Kopf y Garbers, 1980), y todos elevan los niveles de
AMPc dependiendo de Ca?" externo (Garbers, 1989, revisado en Beltran et
al., 2007a; Neill et al., 2004). Las cabezas aisladas de eem contienen AC,
PDE de AMPc, PKA, y CaM. Tanto en éstas (Garbers, 1981), como en las
células intactas (Beltran et al., 1996), los aumentos en AMPc preceden a los
cambios morfologicos asociados a la RA, lo cual indica la participacion del
AMPc en aquella. Sin embargo, esta conclusion se tendra que sustentar con
experimentos de mejor resolucion temporal.

Utilizando espermatozoides de S. purpuratus (Beltran et al., 2007a)
mostramos que su exposicion a DDA inhibe en parte los aumentos de los
niveles de AMPc (37%) y de RA (49%) inducidos con “EJ”, lo cual sugiere
la participacion de ACm en la RA (Beltran et al., 2007a), como ocurre en
espermatozoides de mamifero (Leclerc et al., 1996; Liguori et al., 2004;

Livera et al., 2005; Wertheimer et al., 2013).
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Es importante mencionar que los espermatozoides de raton
tienen actividad de AC que se estimula por forskolina de manera
significativa, en comparaciéon con la de ratones nulos en la ACm3,
y que los resultados de experimentos de inmunofluorescencia
muestran que dicha enzima se localiza en el area del acrosoma del
espermatozoide (Livera et al., 2005) de manera similar a la ACm1l
(fig. 1) en los eem (Beltran et al., 2007a). Lo anterior, junto con el
hecho de que ratones carentes del gen que codifica para la ACm3
son infértiles debido a que tienen disminuida la movilidad y la RA
espontanea aumentada (Livera et al., 2005), insinia que esta enzima
participa en ambas funciones. De manera interesante, cuando los eem
Lytechinus pictus se hiperpolarizan con gelatina (EJ; de -43.6+1.7 a
-52.0+£0.0 mV) o artificialmente diluyéndolos en agua de mar carente
de K*, pero conteniendo valinomicina (ionoforo de K*; -43.6+1.7 a
-130.4+6.7 mV), los niveles de AMPc se estimulan 2.9 y 2.2 veces,
respectivamente. No obstante, el aumento en los niveles de AMPc
disminuye de 2.2 a s6lo 1.9 cuando se elimina el Ca%** del agua de
mar carente de K* (Beltran et al., 1996). Ademaéas, los resultados de
experimentos de doble tinciéon por inmunofluorescencia (fig. 1), con
anti-ACm1 y anti-faloidina acoplada a Alexa 495 que marca actina
(indicador de RA en eem; Su et al., 2005), muestran que cuando se
induce la RA, la sehal de fluorescencia correspondiente a la ACm1
mengua, corroborando la presencia de ACm1 en el area del acrosoma
del eem (Romero, 2013). Lo anterior, aunado al hecho de que la ACm1
pertenece —como ya mencionamos— al grupo de las ACm estimulables
por Ca?*y CaM (revisado en Vacquier et al., 2014), indica fuertemente
que la ACm1 podria participar en la RA del eem, como se sugiri6 en
espermatozoides de raton. Esta reportado que la reactividad de Gs
se pierde en los espermatozoides reaccionados de raton (Wertheimer
et al., 2013), lo cual es consistente con la localizacion en el area del

acrosoma de ambas proteinas, ACm1 y Gs.



7. El1 AMPc y la movilidad de los
espermatozoides

Desde la década de los 80 se considero que el AMPc regulaba la movilidad en un
modelo de eem permeabilizados con el detergente Triton X-100 (Murofushi et
al., 1986; Tash, 1989; Tash et al., 1986; Tash y Means, 1983). Los eem estan
inmoviles en las gonadas debido a un bajo pH; por la alta concentracion de
CO,. Cuando los espermatozoides se liberan al agua de mar, cuyo pH es de
8.0, hay un eflujo de H* aumentando el pH, de 7.2 a 7.6 (Lee et al., 1983).
Este incremento activa tanto a la SUSAC (Nomura et al., 2005), como a
las dineinas, ATPasas que se accionan con pH alcalino (7.5-8.0) (Christen
et al., 1983) y principales consumidoras de ATP que se sintetiza en la
Unica mitocondria del espermatozoide (fig. 2). De lo anterior se concluye
que la movilidad y la respiracion estan vinculadas por la regulaciéon del
pH, (Christen et al., 1982; Shapiro et al., 1985). Como el intercambiador
Na*/H* especifico del espermatozoide (SNHE) se puede activar por la
hiperpolarizacion del espermatozoide (Lee, 1984 y 1985), es posible que la
estimulacion de la actividad de AC por hiperpolarizacion (Beltran et al.,
1996) esté mediada por el aumento de pH; ocasionado al activarse el SNHE,
que tiene un dominio sensor de voltaje (Wang et al., 2003).

El speract es el primer péptido activador de los espermatozoides (SAP,
revisado en Beltran et al., 2007; Darszon et al., 2008; Darszon et al., 2011,
Nishigaki et al., 2014; Suzuki, 1995), que se purifico y caracterizd de la
cubierta de 6vulos de S. purpuratus, L. pictus y Hemicentrotus pulcherrimus
(Hansbrough y Garbers, 1981; Suzuki et al., 1981). Concentraciones
picomolares de este SAP incentivan la movilidad, la respiracion y el
metabolismo de fosfolipidos de los espermatozoides (Hansbrough et al., 1980;
Harumi et al., 1992), ademas de inducir aumentos en los niveles de GMPc y
AMPc (Kopf et al., 1979). Los niveles de ambos nucledtidos los determinan
las actividades de guanilil ciclasa (GC) y adenilil ciclasa (AC) que los
sintetizan, respectivamente, y las fosfodiesterasas (FDE), que los hidrolizan.

Aunque inicialmente se reportd que la actividad de FDE se restringe a los
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flagelos (Sano, 1976; Toowicharanont y Shapiro, 1988), es poco probable
que eso sea asi, ya que también la cabeza tiene actividad de AC (Garbers,
1981). Es posible que la actividad a la que se refieren los trabajos anteriores
corresponda a la FDES5, la cual es especifica para GMPc (producido por la
GC), que si se localiza so6lo en el flagelo del espermatozoide. Sabemos que
el flagelo de espermatozoides de S. purpuratus contiene tanto la SUsAC
como al menos 2 ACm: la ACm2 y la ACm9 (Beltran et al., 2007a; Vacquier
et al., 2014), y que en la movilidad de los espermatozoides de esta especie
participa principalmente la actividad de sAC (Vacquier et al., 2014). Como
ya mencionamos, de las nueve isoformas de las ACm descritas en células
somaticas (Hanoune y Defer, 2001), al menos cuatro estan en el eem de
S. purpuratus, de las cuales la ACm2 y la ACm9 tienen una distribucion
parecida a la SUsAC que incluye al flagelo (Beltran et al., 2007a; Vacquier
et al., 2014). Ademas, la DDA (inhibidor permeable con IC50 de 45 uM
que se une de manera no competitiva al sitio P de las ACm; Schuh et
al., 2006) modifica el patron de nado de los espermatozoides de L. pictus
(Loza-Huerta, 2007). Los resultados de experimentos en que los eem de
S. purpuratus se preincubaron durante 30 minutos con concentraciones
de 75-300 pM de DDA, mostraron que dicho inhibidor no afecta la
velocidad de nado circular de los espermatozoides (Loza-Huerta, 2013).
Por el contrario, la incubacion de los espermatozoides de la misma especie
durante 10 minutos con SQ22536 (otro inhibidor de las ACm con IC50 de
200 uM e igual mecanismo de accion que la DDA; Schuh et al., 2006) inhibe
poco, pero significativamente (1 mM ~25% y 2 mM ~30%), la velocidad de
nado circular de las células. Lo anterior junto con el hecho de que la ACm2
se regula por PKC (Cooper, 2003; Cooper y Crossthwaite, 2006; Hanoune
y Defer, 2001, revisado en Vacquier et al., 2014), que la movilidad del
espermatozoide es sensible también a inhibidores de PKC (White et al.,
2007) y que el flagelo del eem contiene sustratos fosforilados por PKC
(Loza-Huerta et al., 2013), sugiere la participacion de la actividad de ACm

en la movilidad. Es importante considerar que el efecto de inhibidores de



ACm y de PKC solo se evalud en la velocidad de nado circular (Loza-Huerta,
2013) y que el espermatozoide tiene al menos tres tipos de movilidad
(circular, vibratorio y rectilineo; Loza-Huerta, 2007). Como mencionamos
en la seccion anterior, los ratones nulos en ACm3 son subfértiles y sus
espermatozoides tienen disminuida la movilidad (Livera et al., 2005), lo

cual apoya la participacion de ACm en la movilidad de los eem.

7.1 EIAMPc y la quimiotaxis de los espermatozoides
El erizo de mar es el primer modelo animal en el cual se document6 el
fendmeno de la quimiotaxis (Lillie, 1912), la capacidad de los espermatozoides
para nadar hacia los 6vulos en respuesta a sehales quimicas (Darszon et al.,
2008; Hussain et al., 2016; Kaupp y Alvarez, 2016; Miller, 1985; Yoshida y
Yoshida, 2011). En este modelo, los espermatozoides son atraidos al 6vulo por
péptidos activadores (SAPs), los cuales difunden de la envoltura de gelatina
del 6vulo (revisado en Darszon et al., 2008; Nishigaki et al., 2014; Suzuki,
1995). En Arbacia punctulata (Kopf et al., 1979; Suzuki et al., 1984; Ward
et al., 1985) y L. pictus (Guerrero et al., 2010; Hansbrough y Garbers, 1981;
Kopf et al., 1979) resact y speract, respectivamente, son los dos SAPs mejor
caracterizados con propiedades quimioatrayentes y esta propiedad, como la
RA, depende de Ca?'. El speract induce fluctuaciones de Ca?* en los flagelos
de espermatozoides de S. purpuratus (Kaupp et al., 2003) y de L. pictus
(Granados-Gonzalez et al., 2005), las cuales también se han observado en A.
punctulata y en la estrella de mar Asterias amurensis, en respuesta a sus
respectivos quimioatrayentes, resact y asterosap (Bohmer et al., 2005). En
poblaciones de espermatozoides de A. punctulata, resact induce un aumento
de Ca?* bifasico, de los cuales el primero esta mediado por GMPc y el segundo
por AMPc (Kaupp et al., 2003). En el mismo trabajo, pero utilizando células
individuales, mostraron que las espigas de Ca?* en los flagelos provocan
que los espermatozoides giren (Kaupp et al., 2003) y sugirieron que tanto

el aumento en AMPc como el segundo aumento en el Ca?" podrian estar
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involucrados en la adaptaciéon de los espermatozoides al quimioatrayente
(Kaupp et al., 2003).

Se ha propuesto que CatSper (el canal idnico especifico del
espermatozoide) media la afluencia de Ca?* evocada por el quimioatrayente
y controla la direccion quimotactica; asi como que la alcalinizacion
concomitante producida por speract funciona como un mecanismo
cooperativo que le permite a CatSper transformar los cambios periodicos de
voltaje en rafagas de Ca* (Espinal-Enriquez, et al., 2017; Seifert et al., 2015).
Ademas, como ya mencionamos, el aumento de pH, disparado por speract
también estimula a la SUSAC, aumentando los niveles de AMPc, que a su
vez regulan a CatSper. Debido a lo anterior, se esperaria que los inhibidores
de la sAC y/o ACm actuaran de igual forma al menos parcialmente en la
quimiotaxis. En Ciona intestinalis los resultados de experimentos con
KH7 sugieren que la sAC participa en la frecuencia del batido flagelar y
la quimiotaxis dependiente del factor del 6vulo, SAAF o factor activador y

atrayente del espermatozoide (Shiba e Inaba, 2014).

7.2 La via de senalizacion del speract

Con base en los resultados de experimentos hechos a lo largo de mas
de 35 anos por diferentes grupos (revisado en Espinal-Enriquez et al.,
2017; Garcia-Rincon et al., 2016), el modelo propuesto para la via de
sehalizacion disparada por el speract es la siguiente: la union del speract
a su receptor (Cardullo et al., 1994), acoplado a la guanilil ciclasa (GC) en
la membrana del flagelo del espermatozoide, eleva los niveles de GMPec,
que abre el canal ionico de K* Tetra-KCNG, produciendo una salida de K*
y una hiperpolarizacion (el Em disminuye, es decir, se hace méas negativo)
transitoria del espermatozoide (Galindo et al., 2000; Lee y Garbers, 1986).
Dicha hiperpolarizacion activa al intercambiador Na*/H*, elevando el pH,
(Lee, 1985; revisado en Nishigaki et al., 2014), lo cual estimula la AC soluble
(SUSAC) y aumenta los niveles de cAMP (revisado en Vacquier et al., 2014),



la ATPasa dineina (Christen et al., 1983), la carnitina palmitoil transferasa
I (CPT-I, asociada a la membrana externa de la mitocondria (Bezaire et
al., 2004), el canal de Ca?* especifico del espermatozoide, CatSper (el méas
complejo de los canales idnicos conocidos y cuya ausencia causa infertilidad
en ratones) (Chung et al., 2017; Espinal-Enriquez et al., 2017; Ren et al.,
2001; Seifert et al., 2015) y la fosfolipasa A2 (PLA2; Mita et al., 1991,
Mita y Ueta, 1990) para alimentar la B-oxidacion (Eaton et al., 1996) y
aumentar los acidos grasos libres (FFA, Jezek et al., 1998) que entran a la
mitocondria, respectivamente. Lo anterior incrementa los niveles de NADH
que transfiere sus electrones a la cadena de transporte de electrones (CTE),
estimulando el consumo de oxigeno y generando el cambio en el potencial
de membrana mitocondrial (Emit, fig. 2) utilizado por la FOF1-ATPsintasa
parala sintesis de ATP. La hiperpolarizacion inicial disparada por el speract
y el aumento en los niveles de AMPc sintetizado por la SUsSAC abre el canal
de Na*, SpHCN produciendo una entrada de Na* y una despolarizacion del
espermatozoide. Esta despolarizacion, junto con los aumentos en AMPc,
activa el canal CatSper que induce oscilaciones de Ca? en el flagelo de
la célula. Finalmente, las dineinas hidrolizan el ATP en concierto con las
oscilaciones de [Ca®]. para regular el nado del espermatozoide (la movilidad
y la quimiotaxis) (modificado de Garcia-Rincon et al., 2016).

El uso del inhibidor especifico de la sAC, KH7, nos permitié demostrar
que dicha enzima participa de manera importante en la movilidad de los
eem (Vacquier et al., 2014). Estos resultados concuerdan con el hecho de
que los espermatozoides de ratones nulos para la sAC no fecundan a los
ovulos in vitro debido a que las células no se mueven (Esposito et al., 2004).
Ademas, el espermatozoide inmévil recupera la movilidad cuando se expone
a analogos permeables de AMPc (Wang et al., 2003), confirmando que la sAC
esta involucrada en la generacion del AMPc necesario para la movilidad de
los espermatozoides de raton. También en C. intestinalis existe evidencia
funcional de la participacion de ACm en la activacion de la movilidad
flagelar basal mediada por PKA (Shiba e Inaba, 2014).
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8. E1 AMPcy lafosforilacion de proteinas
dependiente de PKA en la movilidad y
en la RA del eem

La fosforilacion reversible de proteinas es una modificacion postransduccional
reconocida como el mecanismo principal para el control de eventos
intracelulares en células eucariotas, y en el espermatozoide se ha propuesto
como un mecanismo de regulacion de gran importancia en la bioenergética
mitocondrial (Mizrahi y Breitbart, 2014). Como se mencion6 antes, uno de
los blancos principales del AMPc es la proteina cinasa dependiente de AMPc
0 “PKA”, que fosforila proteinas y regula su actividad. En células eucariotas,
la PKA es una de las primeras cinasas descubiertas y mejor caracterizadas
(Walsh et al., 1968), y es un heterotetramero compuesto por dos subunidades
regulatorias (R) y dos cataliticas (C), con cuatro tipos diferentes de
subunidades R (RIa, RIB, RIIa y RIIB) y cuatro tipos diferentes de subunidades
C (Ca, CB, Cy y PrKX) (Taylor et al., 2004; Zimmermann et al., 1999).

La PKA fue la primera proteina cinasa que se identifico en eem
(Garbers y Kopf, 1980; Garbers et al., 1980; Lee y Iverson, 1976) y desde
esa época se sabe que cuando la concentracion de AMPc aumenta, la PKA
se activa, ciertas proteinas del axonema del flagelo se fosforilan y se inicia
la movilidad flagelar, la cual se mantiene hasta que el espermatozoide se
fusiona con el 6vulo (Garbers y Kopf, 1980; Garbers, 1989).

Se ha propuesto que cambios en el estado de fosforilacion de las ~250
proteinas que conforman el axonema (Inaba, 2003) regulan la movilidad
de los espermatozoides, debido a aumentos en los niveles de AMPc y de
calcio (Tash, 1989, revisado en Darszon et al., 2008), aunque muy pocas se
han identificado a nivel molecular.

En eem,la PKA (fig. 3y Gonzéalez-Mora, 2016), como las ACs (Beltran et
al.,2007a;Vacquieretal., 2014),sedistribuyen alolargodel espermatozoide.
En este modelo inicialmente encontraron que la axoquinina (proteina del
axonema del flagelo) se fosforila de manera dependiente de los niveles de

AMPc cuando la movilidad de los espermatozoides se activa con ATP (Tash



et al., 1986). También identificaron una RII de la PKA (Paupard et al.,
1988) y a CaM (Tash y Means, 1982) como proteinas fosforiladas asociadas
a la movilidad de los espermatozoides. Posteriormente, la exposicion
de los espermatozoides intactos a diferentes condiciones idénicas para
mantenerlos inmoviles o moviles, permitié observar que la activacion de
la movilidad aumentaba la fosforilacion de solo cuatro proteinas del flagelo
(32, 45, 130 y 500 kDa), las cuales podrian ser subunidades de la ATPasa
dineina, considerando sus propiedades de solubilidad (Bracho et al.,1998).

El aumento en el pH,, disparado por la union del speract a su receptor,
inactiva a la GC defosforilando su sitio catalitico (Ward et al., 1985) y
aumenta la actividad de FDE5 (Su y Vacquier, 2006), la cual es accionada
por GMPc (Rybalkin et al., 2003), asi como por fosforilacion mediada por
PKA cuando los eem se exponen a EJ, inductor natural de la RA (Su y
Vacquier, 2006).

Existen evidencias de que los canales de Ca?" regulados por voltaje
(Cav) también se controlan por fosforilacion mediada por diferentes
cinasas (revisado en Darszon et al., 2011), entre las que se encuentra la
PKA (Catterall, 2016). El uso de anticuerpos comerciales contra Cavs
de rata (anti-CavPan, anti-Cavl.2 y anti-Cav2.3) y experimentos de
inmunofluorescencia nos permitieron demostrar que los Cavl.2 y Cav2.3
se encuentran distribuidos diferencialmente en los flagelos y en las
areas de la mitocondria y del acrosoma de eem S. purpuratus (Granados-
Gonzalez et al., 2005). Con los mismos anticuerpos y experimentos de WB
corroboramos que dichos canales estan en las membranas de flagelo de
los espermatozoides; ademas, advertimos que los antagonistas de canales
Cav, nifedipina y nimodipina, que inhiben la RA, reducen el aumento
intracelular de Ca?* inducido por una despolarizaciéon provocada por K* en
espermatozoides de L. pictus tratados con el iondforo de K*, valinomicina.
Lo anterior sugiere que los canales Cavl.2 y Cav2.3 podrian participar
en la RA y/o en la movilidad del eem (Granados-Gonzalez et al., 2005).

Esta reportado que la inducciéon de la RA de los eem con EJ incrementa
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la actividad de AC, de AMPc y de fosforilacion mediada por la PKA (Su
et al., 2005). En ese trabajo, el uso del inhibidor de PKA, H89, de un
analogo permeable de AMPc y del inhibidor de FDEs, IBMX, hizo posible
demostrar que la PKA es necesaria para que la RA se lleve a cabo. Estos
resultados concuerdan con la distribucion de la PKA en los eem que, a
diferencia de lo reportado para los espermatozoides de raton (Wertheimer
et al., 2013), también se encuentra en la cabeza (fig. 3). Ademas, mediante
un anticuerpo que detecta sustratos fosforilados por PKA (anti-PKAs) y
espectroscopia de masas (MS/MS), reconocieron seis proteinas fosforiladas
por dicha enzima al exponer a los espermatozoides a EdJ, entre las que se
encuentran la PDES5 (especifica para GMPc) y/o PDE11, que degrada tanto
AMPc como GMPc. Sabemos que el AMPc esta involucrado en todas las
funciones importantes del eem, como la movilidad, la quimiotaxis y la RA,
y que el GMPc participa en la movilidad y en la quimiotaxis de esta célula.
También identificaron una adenilato cinasa (AK), que puede ser la AK1 o
la AK5. La actina fue otra de las proteinas identificadas, que sabemos se
polimeriza durante la RA. Otra proteina encontrada fue la creatina cinasa
(CK), proteina estructural unida tanto a la membrana del flagelo como al
axonema, y en eem existe la hipotesis de que participa en una lanzadera
de fosfo-creatina, re-fosforilando el ADP producido por las dineinas para
restablecer el ATP. De hecho, en eem, este es el mecanismo propuesto
para el transporte del ATP, 40 ym desde la mitocondria (fig. 2), donde
se produce hasta el final del flagelo (Wothe et al., 1990). Finalmente,
también identificaron a EPS8, substrato de la via del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGF) (Su et al., 2005).

Masrecientemente demostramos que existe una fosforilacion diferencial
de algunos sustratos de PKA y de PKC asociados a las BL aisladas (ver
proteinas identificadas en seccion 9.2. Las balsas lipidicas [BL] en los eem),
a partir de espermatozoides de S. purpuratus en diferentes condiciones de
movilidad: inmoéviles, moviles y estimulados por speract (Loza-Huerta et al.,

2013). Lo anterior sugiere que algunas proteinas mitocondriales reguladas



por PKA y por PKC pueden influir en la movilidad del eem (Loza-Huerta
et al., 2013). Estos resultados concuerdan con el hecho de que la unién
del speract a su receptor despolariza la mitocondria del espermatozoide
mediante el aumento de pH disparado por el péptido, lo cual, junto con el
incremento de Ca?*, modula el metabolismo mitocondrial para regular la

movilidad (Garcia-Rincon et al., 2016).

8.1 La PKA y las AKAPs

Diferentes proteinas de andamiaje para cinasas A (AKAPs) tienen una funciéon
dual, como anclas de PKA a diferentes ubicaciones subcelulares cercanas a
los sustratos de PKA para fosforilarlos selectivamente, y como andamios para
los sehalosomas con proporciones diferentes de PKA, ACs, fosfatasas, otras
cinasas, Epac, PDEsy CaM, entre otras proteinas efectoras (Aggarwal-Howarth
y Scott, 2017; Maurice et al., 2014; Scott y McCartney, 1994). Los sehalosomas
son complejos de sehalizacion/regulacion multimoleculares localizados en sitios
intracelulares especificos que agrupan moléculas de senalizacion, reguladoras
y efectoras, donde facilitan la compartamentalizacion de vias de senalizacion
de nuclettidos ciclicos y funciones celulares especificas (Ahmad et al., 2015;
Monterisi y Zaccolo, 2017). En el espermatozoide la localizacion de las AKAPs
es critica, dado que es una célula altamente compartamentalizada, donde
participan en la movilidad, la capacitacion y la RA (Carr y Newell, 2007,
Vizel et al., 2015). En este sistema se han detectado diferentes AKAPs, entre
las que se encuentran AKAP1 -inicialmente llamada AKAPS8- que ancla a
PKAIIa a las mitocondrias en el flagelo del espermatozoide; AKAP3 (Amaral
et al., 2014; Vizel et al., 2015), también llamada AKAP110 (Carr et al., 2001);
AKAP4 o AKAP82 (Ben-Navi et al., 2016); AKAPS, que ancla PKA al nacleo
del espermatozoide AKAP11; AKAP220, MAP2 otra AKAP que participa en
la regulacion de capacitacion y/o la reaccion acrosomal (revisado en Carr y
Newell, 2007), y RSP3 (AKAP, llamada asi por sus siglas en inglés para radial
spoke protein; Gaillard et al., 2001; Smith y Yang, 2004).
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Mediante anéalisis proteomico (MS/MS) de solubilizados de
espermatozoides de S. purpuratus pasados por una columna de Co?*
o por columnas de afinidad de lectinas (concanavalina A o aglutinina
de germen de trigo (WGA) unidas a agarosa, identificamos 6, 11 y 12
péptidos Gnicos, respectivamente, de la proteina SpRSP (gi|2905895;
63kDa) del axonema (Beltran, inédito). Ademéas, en una banda
de proteina de una muestra de flagelos separada en un mini gel
desnaturalizante de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (PA-SDS)
en la cual se detecto la PKA mediante WB, se identificaron por MS/
MS 13 péptidos tnicos de SpRSPI (gi|780158049; 31 kDa) y 11 de
SpRSP9 (gi|115733045) (Gonzalez-Mora, 2016). En la misma banda
detectada con anti-PKA, pero en un experimento diferente, también
identificamos cinco péptidos tnicos de la isoforma X1 de SpRSP3
(gi| 72009354; 45 kDa), la cual tiene alta identidad (67%) y homologia
(84%) con la AKAP de espermatozoides de humano (Q86UC2; RSPH3_
HUMAN), que corresponde a AKAP4 (Gonzéalez-Mora, 2016).

En espermatozoides de mamifero se ha propuesto que AKAP110
podria actuar como andamio de la fosfatasa PP1 de Serina/Treonina y
de Rho, una proteina G pequena, asi como de su efector RHOK (cinasa
de Serina/Treonina) (Carr et al., 2001). También mediante anéalisis
protedmico (MS/MS) de muestras de eem S. purpuratus identificamos
a la PP1 (Beltran, inédito), y esta reportado que tanto Rho (que
regula procesos celulares basados en actina), como su efector RHOK,
participan en la RA del eem (Castellano et al., 1997; Uribstegui et
al., 2007). Lo anterior sugiere la participacion de AKAPs en el eem.
Existe un modelo donde proponen que el par central de microttibulos
del axonema distribuye las senales quimicas a RSP, los cuales
modifican el estado de fosforilacion de las proteinas del axonema para
activar/inactivar brazos de dineina particulares que promuevan un
deslizamiento coordinado de los microtiitbulos en el axonema (revisado

en Yoshimura et al., 2007).



9. Las ACs en plataformas de
senhalizacion/balsas lipidicas

9.1 Las balsas lipidicas (BL)

Los microdominios en membranas nativas, también conocidos como BL o “Lipid
Rafts”, “LD-DIM” (membranas de baja densidad insoluble en detergente),
DRM (membranas resistentes a detergentes) o DIGs (dominios insolubles
en detergentes ricos en glicolipidos, por sus siglas en inglés), se definen
como plataformas de sehalizacion enriquecidas en esfingolipidos, colesterol
y proteinas de sehalizacion resistentes a la extraccion con detergentes no
ibnicos en frio (Pike, 2004). Las balsas lipidicas (BL) son microdominios
lineales (200-500 nm; Gheber y Edidin, 1999) que incluyen a las caveolas,
invaginaciones de la membrana plasmatica (50-100nm) en forma de matraz
enriquecidas con la proteina caveolina, una proteina de andamiaje (Lisanti et
al., 2004; Martens et al., 2000; Zheng et al., 2008).

Por muchos anos la existencia de las BL ha sido un punto de controversia
en términos de tamahno, estabilidad e importancia fisiologica (Edidin, 2003;
Munro, 2003). Sin embargo, el uso de diferentes estrategias como técnicas
bioquimicas, sondas fluorescentes, visualizacion por microscopia, enfoques
funcionales (como la investigacion del efecto de la destruccion de las BL en la
funcion, por ejemplo, de canales i6nicos; revisado en Dart, 2010), la aparente
habilidad de dichos microdominios para agregar selectivamente moléculas de
senhalizacion que interacttian entre si y la implicacion de que podrian estar
involucrados en la organizacion espacio-temporal de vias de senalizacion
celulares (Patel et al., 2008; Simons y Toomre, 2000), son evidencia de que

dichos microdominios existen y que son esenciales en la fisiologia de las células.

9.2 Las BL en los eem

En los eem de tres especies (H. pulcherrimus, S. purpuratus y Anthocidaris

crassispina) se aislaron y caracterizaron por primera vez BL de un gameto
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(Ohta et al., 1999). Esto se hizo solubilizando los espermatozoides con 1%
de Triton-X100 a 4° y separando la BL en un gradiente de sacarosa (Ohta
et al., 1999). Posteriormente también Ohta y colaboradores (Ohta et al.,
2000), mediante experimentos de “Western blot” (WB), identificaron en las
BL de eem S. purpuratus el receptor del speract, el receptor de la gelatina
(SuREJ1), una proteina de 63 kDa (anclada a glucosil-fosfatidil inositol-
GPI, marcador de BL), la subunidad o de la proteina G heterotrimérica
estimulatoria (Gsa), la adenil ciclasa (que, como se supo posteriormente,
corresponde a la sAC; revisado en Vacquier et al., 2014), la guanil ciclasa
(GC) y la PKA. Ademas, como observaron que el receptor del speract, la
proteina de 63 kDa anclada a GPI y la Gsa co-inmunoprecipitan, propusieron
que dicha BL podria ser el sitio de interaccion del speract con su receptor,
asi como de la via de sehalizaciéon subsecuente involucrada en la induccion
de la respiracion, la movilidad y posiblemente en la reacciéon acrosomal del
eem (Ohta et al., 2000).

Los flujos i6nicos son esenciales en la fisiologia del espermatozoide
y existen evidencias de que las BL regulan la funcion de canales ionicos
de diferentes maneras, ya sea por interacciones directas proteina-lipido o
alterando las propiedades fisicas de la bicapa lipidica (Dart, 2010). Dado
que hay controversia respecto de la existencia de BL y se ha sugerido que
dichas balsas podrian ser artefactos de la solubilizacidon con detergentes
(Chamberlain, 2004), Esperanza Mata-Martinez (2010) en su tesis de
licenciatura se dio a la tarea de obtener BL por tres estrategias diferentes
(detergente no idnico, sonicacion y sonicacion/pH alcalino) y mediante
experimentos de WB, confirmando en ellas la presencia de la Gsa, la
PKA y la SUsSAC. Ademas, demostré que dichas BL también contienen
dos isoformas de adenilil ciclasas transmembranales (ACm2 y ACm9), los
canales i6nicos TetraKCNG, Cavl.2 y SpHCN y la flotilina 2, proteina de
45 kDa y marcador de BL, que puede estar o no en caveolas (Banning et al.,
2011). En las BL del eem obtenidas solubilizando con 1% de Triton X100

no se encontrd caveolina, aunque sabemos que el espermatozoide de esta



especie la contiene (Mata-Martinez, 2010). Existe evidencia (bioquimica,
de microscopia y funcional) de que practicamente todos los tipos de
canales ionicos estan asociados a BL (Martens et al., 2000, revisado en
Dart, 2010), lo cual apoya nuestros resultados. Posteriormente Miriam
Cerrillos, en su tesis de licenciatura (Romero, 2013), demostrdo que las
BL de flagelos aislados también contienen ACm2 y ACm9, confirmando la
presencia de dichas enzimas en el flagelo, como lo muestran experimentos
de inmunofluorescencia (Beltran et al., 2007a). En el mismo trabajo se
mostro que la desestabilizacion de las balsas lipidicas de eem S. purpuratus
con el desensamblador de BL, metil-B-ciclodextrina (MPBC), inhibe
~90% la reaccion acrosomal (RA) y estimula ~20% la movilidad de los
espermatozoides (Romero, 2013). El hecho de que las BL de C. intestinalis
participan en la senalizacion de Ca?*, responsable de la activacion de la
movilidad y de la quimiotaxis del espermatozoide (Zhu e Inaba, 2011),
apoya los resultados en eem.

Como mencionamos en la seccion VIII, buscando proteinas cuyo
patron de fosforilacion cambia con la movilidad del espermatozoide, se
aislaron BL de eem inmoviles, moviles y estimulados con el regulador de la
movilidad speract (Loza-Huerta et al., 2013). Las proteinas se separaron
en mini geles de dos dimensiones (2-D) y mediante WB se analizaron las
proteinas con anticuerpos especificos contra sustratos fosforilados por
PKA (anti-sPKA) o por PKC (anti-sPKC) para su identificacion a nivel
molecular por espectroscopia de masas (MS/MS) (Loza-Huerta et al., 2013).
Lo anterior se hizo en BL derivadas, tanto de células completas como de
flagelos aislados. Es interesante que en el primer caso (BL de eem) s6lo una
mancha detectada con anti-sPKA y 3 con anti-sPKC cambiaron el nivel de
fosforilacion con la movilidad y que en la mancha detectada con anti-sPKA
(tabla 1) se identificaran principalmente proteinas mitocondriales: ATP-
sintasa, creatina cinasa, NADH deshidrogenasa (ubiquinona), flavoproteina
2, succinil-CoA ligasa y el canal aniénico dependiente de voltaje 2 (VDAC-

2), ademas de las proteinas PKA RII, la cadena B de la tubulina y la actina
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Cy I (tabla 1 y Loza-Huerta et al., 2013). Por el contrario, en las BL
derivadas de los flagelos aislados se detectaron 16 manchas con anti-
sPKA (tabla 2), de las cuales se identificaron 22 sustratos (tabla 2) y solo
una mancha con anti-sPKC (Loza-Huerta, 2013). Entre los sustratos de
PKA identificados estan el receptor del speract, la FDE5, la fosfatasa
1A (PP1A), la PKA RII, la flotilina (marcador de BL) y proteinas del
axonema, entre otras (tabla 2). Este trabajo sugiere que la SUSAC, la
PKA y la PKC participan en la movilidad de los eem cambiando los
niveles de fosforilacion de algunas proteinas y que la PKA y la PKC
muestran una comunicacion cruzada en este evento (Loza-Huerta, 2013).
Interesantemente, mediante analisis proteémico (MS/MS) de una banda
de proteina de muestra de flagelos detectada con anti-SUSAC (Mr ~190
kDa), identificamos 57 péptidos tnicos del canal idénico tetraKCNG
(gi]|126506318),tresdelaFDE de GMPc(gi | 780164106), siete de CatSpery
(gi]|780129264) y dos del canal SpHCN (gi|74136757), lo cual sugiere
que la SUsAC interacttia de manera directa o indirecta con alguna(s) de
éstas en la membrana del eem, confirmando los resultados obtenidos en
BL de dicho espermatozoide (Beltran, inédito). Ademas, en otra banda de
proteina de la misma muestra de flagelos, pero detectada con anti-PKA,
encontramos 10, nueve y seis péptidos tnicos de la fosfatasa Ser/Treo
PP1 (gi|780178928), en tres preparaciones diferentes, respectivamente,
y en una de las preparaciones mencionadas seis péptidos tnicos de la
fosfatasa PPA2 (gi|115675671) (Beltran, inédito). Estos resultados
contribuyen de manera relevante a entender como se regula la movilidad
de los eem. El hecho de haber identificado proteinas mitocondriales como
sustratos de PKA y de PKC confirma la participacion de este organelo en
la fecundacion (Ardén et al., 2009; Garcia-Rincon et al., 2016). También
se han descrito BL en espermatozoides de mamifero (Trevino et al., 2001)
y se les ha implicado en la capacitacion (Cross, 2004; Sleight et al., 2005;
Travis et al., 2001) y en la interaccion espermatozoide-zona peltcida del

ovulo (Miranda et al., 2009; Zitranski et al., 2010).



9.3 El speract modifica el patron de fosforilacion de
sustratos de PKA y/o de PKC en BL de eem

Como recordaremos, el receptor del speract estd acoplado a una guanilil
ciclasa de membrana (GCm) en el flagelo del espermatozoide, cuya
actividad se regula tanto por cambios en su estado de fosforilacion como de
pH, inducidos por la union del speract a su receptor (Bentley et al., 1986;
Ramarao y Garbers, 1985; Suzuki y Garbers, 1984; Ward et al., 1985).
Para investigar si el speract provoca cambios en la fosforilacion de otras
proteinas, ademas de la GCm, en condiciones parecidas a las fisiologicas,
los eem se expusieron durante 10 segundos a diferentes concentraciones
(0.1, 1 y 10 nM) de speract en el agua de mar (Loza-Huerta, 2013). El
analisis de las proteinas de los espermatozoides expuestos a dichas
condiciones mediante experimentos de WB y anticuerpos especificos anti-
PKAs o anti-PKCs, que detectan sustratos fosforilados por PKA o PKC
respectivamente, mostro que en condiciones basales de movilidad, la PKA
fosforila seis sustratos con una PM de ~180, 120, 80, 70, 50 y 45 kDa, y que
la estimulacioén con speract modifica de manera diferencial los patrones de
fosforilacion de dichas proteinas. En general se observo una disminucion
en la fosforilacion de los sustratos de PKA, excepto en las bandas de 120
y 80 kDa, cuya fosforilacion aument6 con 10 nM de speract y la de 45 kDa
que aumentd con 1 nM de speract. De manera similar, el speract también
modifico el grado de fosforilacion de diferentes sustratos de PKC (Loza-
Huerta, 2013). Los resultados anteriores sugieren que durante el nado
de los espermatozoides hacia el ovulo, el gradiente de speract modifica de
manera dosis-dependiente la fosforilacion de los sustratos de PKA y de
PKC. Un analisis in silico, mediante el programa NetPhosK, indica que la
mayoria de las proteinas que participan en la cascada de senalizacion del
speract tienen sitios posibles de fosforilacion tanto por la PKA (GCm, FDE
especifica para GMPc, tetraKCNG, Cav [Catterall, 2016], ACm6, SUsSAC
y SpHCN), como por la PKC (GCm, tetraKCNG, NHE, Cav [Catterall,
2016], CatSper, ACm2 y sAC) (Loza-Huerta, 2013).
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En S. purpuratus se clonaron dos canales idnicos activados por
hiperpolarizaciéon y nucleoétidos ciclicos (HCN), SpHCN1 (Gauss et al.,
1998) y SpHCNZ2 (Galindo et al. 2005), y ambos se detectaron en el flagelo
del espermatozoide (Galindo et al., 2005; Gauss et al., 1998). El analisis
de la secuencia de SpHCNZ2 muestra que tiene varios sitios posibles de
fosforilacion: dos por PKA (S* y S82), cinco por PKC (T, S04 S204° S385
T*%) y uno por tirosina cinasa, y que el dominio de uniéon de nucleotidos
es de 135 aminoacidos, el cual tiene 44% de identidad con el de
SpHCN1 (Galindo et al., 2005). Un canal similar al SpHCN1 que se activa
directamente por AMPc y es tres veces mas selectivo para K* que para
Na*, se estudio en eem hinchados mediante experimentos de Patch-clamp
(Sanchez et al., 2001). Dada su selectividad, en condiciones fisiologicas,
cuando el canal se abre el sodio entra despolarizando la célula, lo cual
sugiere su participacion en la respuesta del espermatozoide posterior a
la hiperpolarizacion inicial disparada por el speract. Como los canales
HCN estan involucrados en la periodicidad en otros tipos celulares, se ha
propuesto que en el eem podria modular el batido flagelar y participar en
la quimiotaxis (Kaupp y Seifert, 2001).

En ausencia de sintesis de proteinas, como en el espermatozoide, la
fosforilacion se vuelve un mecanismo importante para regular la funcion de
muchas proteinas. Por lo tanto, los resultados mencionados indican que las
proteinas que participan en la movilidad estimulada con el speract modulan
su funcion por cambios en su estado de fosforilacion inducidos por la PKA
y/o por la PKC.

Ademas, los resultados de experimentos de inmunoprecipitaciéon e
identificacion por espectroscopia de masas mostraron que la SUSAC forma
complejos con al menos 10 proteinas de la membrana plasmaticay del axonema
del eem (Nomura y Vacquier, 2006): el intercambiador Na*/H* especifico del
espermatozoide, dos cadenas pesadas de dineinas (la 7 y la 9), el canal i6nico
SpHCN, la GCm, la FDES5, la CK, el receptor del speract y B-tubulinas. Estos

resultados llevaron al grupo a proponer que las proteinas asociadas a la



SUSsAC podrian ser importantes en unir la sehalizaciéon de la membrana
plasmatica a la utilizacion de energia en la regulacion de la movilidad del
espermatozoide (Nomura y Vacquier, 2006). Ademas, en el caso del raton,
el sNHE tiene un sitio de union putativo para nucleotidos ciclicos (Wang
et al., 2003). Esto altimo, junto con el hecho de que la SUSAC y el sSNHE
se encuentren interactuando en esta célula, sugiere que el AMPc regula al
sNHE. También es importante recordar que la eliminacion independiente
de los genes que codifican para la sAC (Esposito et al., 2004) o el sSNHE
causan infertilidad en los ratones, debido a defectos severos en la movilidad
de los espermatozoides (Wang et al., 2003), lo cual pone de manifiesto la

importancia de ambas proteinas en la fisiologia del espermatozoide.

10. ;La sAC, PKA y Epac

estan en la mitocondria del eem?

En células soméaticas se han encontrado mas de 60 fosfoproteinas mitocondriales
(Pagliarini y Dixon, 2006), lo que sugiere que la fosforilacion reversible de
proteinas es un mecanismo importante en la actividad mitocondrial (Deng et
al., 2011; Pagliarini y Dixon, 2006). Se ha reportado que el AMPc sintetizado
dentro de la mitocondria regula la fosforilacion oxidativa (Acin-Pérez et al., 2010;
Valsecchi et al., 2014) y aunque inicialmente se dudaba de la presenciadela AC y
de la PKA dentro de la mitocondria, hay evidencias de que la via de sehalizacion
completa CO,-HCO,-sAC-AMPc-PKA est4 en el interior mitocondrial de células
somaticas (Acin-Pérez et al., 2010; Valsecchi et al., 2014).

El eem posee solo una mitocondria (fig. 2), responsable de generar la
mayor parte de la energia (en forma de ATP) que la célula necesita para
nadar hacia el 6vulo y fecundarlo (revisado en Garcia-Rincon et al., 2016).
Sabemos que la estimulacion de los eem S. purpuratus con agentes que
afectan la funcion mitocondrial por diferentes mecanismos aumentan el Ca?*
mitocondrial (Ardon et al. 2009) y que el speract, mediante el incremento de pH,,

despolariza la mitocondria (disminuye su Emit) y eleva los niveles de NADH,
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independientemente de Ca’+ externo (Garcia-Rincon et al., 2016). Ademas, como
se mencion6 antes, el ATP es esencial para que las dineinas (motores del flagelo)
funcionen y el espermatozoide nade (revisado en Nishigaki et al., 2014). Todo lo
anterior pone de manifiesto la importancia que tiene la tinica mitocondria (fig. 2)
del eem en la movilidad del espermatozoide y en la fecundacion.

Como ya se dijo, la SUSAC se distribuye a lo largo del espermatozoide y
anticuerpos especificos contra la enzima marcan de manera particular el area de
su mitocondria (Beltran et al., 2007a; Vacquier et al., 2014). Debido a lo anterior,
Juan Pablo Gonzalez-Mora (2016), en su tesis de licenciatura, se pregunto si
la SUSAC esta en la mitocondria del eem; en ese trabajo se mostro —mediante
anticuerpos especificos y experimentos de WB- que la SUSAC y la PKA se
encuentran en las fracciones de mitocondrias aisladas en gradientes de densidad,
a partir de eem S. purpuratus, y el analisis protedmico de dichas fracciones
corroboro la presencia de ambas enzimas en los mencionados organelos. Ademas,
experimentos de inmunofluorescencia nos permitieron mostrar que la PKA (fig.
3), al igual que la SUSAC (Beltran et al., 2007a), se distribuye a lo largo del
espermatozoide de S. purpuratus, marcando también las areas del acrosoma
y de la mitocondria. Los resultados preliminares de microscopia electronica de
transmision corroboraron la presencia de la SUSAC en la mitocondria del eem.
Lo anterior apoya el hecho de que tanto la SUSAC como la PKA se encuentran
en la mitocondria del eem (Gonzéalez-Mora, 2016), como se mostr6 de forma
funcional (para la sAC) y mediante microscopia electronica (en el caso de
PKA) en los espermatozoides de toro (Mizrahi y Breitbart, 2014), desde donde
podrian modular la movilidad y la reaccion acrosomal, funciones esenciales del
espermatozoide.

Finalmente, segiin se indico antes, otro de los blancos de AMPc son las
Epac, proteinas multidominio cuya region catalitica C-terminal posee un factor
de intercambio de nuclettidos de guanina (GEFs) especifico para las GTPasas
pequenas Rapl y Rap2. Epac cataliza la conversion de Rapl y Rap2 de una forma
inactiva (Rap-GDP) a una activa (Rap-GTP) (De Rooij et al., 1998; Kawasaki et

al., 1998). Las Epac regulan un sinntimero de procesos celulares en diferentes



tejidos (revisado en Lewis et al., 2016), que incluyen adhesion, proliferacion,
diferenciacion y supervivencia celular, ademas de regulacion de intercambiadores
como la isoforma 3 del Na*/H* (NHE; Honegger et al., 2004), canales i6nicos
(Zhang et al., 2009) y sehalizacion mediada por Ca** (Kang et al., 2006; Morel
et al., 2005; Schmidt et al, 2013). Hay evidencia de la participacion de Epac
en diferentes eventos importantes para la fecundacion en espermatozoides de
mamiferos (Miro-Moran et al., 2012). En la cabeza de los de raton se identifico
la via de senalizacion AMPc-Epac (Amano et al., 2007) y se demostro que
Epac esta involucrada en el batido flagelar de los espermatozoides de hamster
(Kinukawa et al., 2006). Ademéas, mediante el uso de un anticuerpo policlonal
anti-Epac, generado en conejo contra el péptido sintético LREDNCHFLRVDK
(Branham et al., 2006), cuya secuencia es idéntica en las dos isoformas de
humano, correspondiente a los residuos 285-297 de Epacl (De Rooij, et al., 1998)
y 438-450 de Epac2 (Ueno et al., 2001). Ruete et al. (2014) demostraron que Epac
participa en la reaccion acrosomal de los espermatozoides de humano. El genoma
de S. purpuratus contiene la secuencias predichas de dos isoformas de Epac2:
SpEpac2 X1 (XP_011668470.1, peso molecular calculado [PMc]=103119 Da) y
SpEpac2 X2 (XP_784278.3, PMc=102075 Da), las cuales tienen identidades de
56 y 57% y homologias de 73 y 74%, respectivamente,® con Epac2 de humano
(Q8WZAZ2), también conocida como factor de intercambio 4 de nuclettidos de
guanina de Rap. Dado que la secuencia del epitopo para generar el anticuerpo
contra las Epacl/2 de humano (Branham et al., 2006; Ruete et al., 2014) esta
altamente conservada (12/13 aminoacidos) en las dos isoformas de SpEpac2 (X1
y X2), utilizamos dicho anticuerpo*y mediante experimentos de WB detectamos
una banda de ~100 kDa tanto en membranas de flagelos (Beltran, inédito) como
en la fraccion mitocondrial del eem S. purpuratus (Gonzalez-Mora, 2016), la cual
podria corresponder a cualquiera de las dos isoformas (X1 o X2) de SpEpac2.

Ademaés, encontramos que un inhibidor selectivo para Epac (Nebenfuhr, 2002),

3 https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST _
SPEC=0GP__7668__10728&LINK_LOC=blastta&LAST PAGE=blastx&QUERY=%09095398
4“Donado amablemente por la Dra. Claudia Tomes, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza,
Argentina.
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Brefeldina A (200 uM), disminuye (~5-8%) poco pero significativamente la
velocidad de nado circular de los espermatozoides de la misma especie (Loza-
Huerta, 2013). Aunque faltan experimentos por hacer, los resultados anteriores
sugieren que Epac esta en el flagelo y en la mitocondria del eem S. purpuratus,
como se ha propuesto en otros sistemas (Valsecchi et al., 2014), y que dicho blanco

de AMPc (Epac) también participa en la fisiologia del eem.

11. Comentario final

Es claro que el AMPc es indispensable para las funciones esenciales del
espermatozoide de erizo de mar (movilidad, quimiotaxis y reaccion acrosomal)
y que para cumplir con su tarea necesita tener fuentes de produccion (ACs)
distribuidas estratégicamente en toda la célula. Sin embargo, dado que su
accion depende de una regulacion de la localizacion espacio-temporal altamente
precisa, es fundamental que tanto las ACs como las FDEs que hidrolizan el
AMPc se desempenen en el instante y lugar donde se necesitan. Para esto, es
indispensable que las proteinas que regulan a cada una de las ACs (Canales
ibnicos de Ca?, CaM, PKA, PKC, proteinas G heterotriméricas, NHE,
fosfatasas, receptores acoplados a proteina G (GPCR) etcétera) (sSAC y ACm)
y a las FDE de AMPc operen en sintonia. Sabemos que tanto las ACs como las
FDEs (Francis et al., 2011; Maurice et al., 2014) se relacionan con diferentes
juegos de proteinas en distintos microdominios de membrana; sin embargo,
también podrian asociarse, como en los mamiferos, en diferentes sehalosomas
(ver seccion VIIIL.1). Para tener un mejor entendimiento de los mecanismos de
accion del AMPc en la fisiologia del espermatozoide, es determinante identificar
a las proteinas con las cuales interactian las diferentes ACs formando
complejos, no solo en la membrana sino en el interior de la célula. La protedmica
subcelular ademéas de mostrarnos qué proteinas estan dentro de las células,
nos ayuda a comprender en donde residen. Falta un largo camino por recorrer
y experimentos por hacer para desentranar la diversidad y complejidad de la

senalizacion del AMPc en el espermatozoide.



Tabla 1. Sustratos de PKA en BL de espermatozoides de S. purpuratus, cuyo patron
de fosforilaciéon cambia con la movilidad

Actina Cy 1 citoplasmica gi|72167348 4 3
Creatina Cinasa gi|7254204 22 12
Subunidadl[i de succinil CoA 4i[72015065 >0 8
igasa
Subunidad g de tubulina gi|72065171 11 5
Subunidad regulatoria Il de PKA gi|47551027 14 6

Proteinas identificadas por MS/MS en una mancha detectada en geles 2-D mediante experimentos de
'WB con el anticuerpo anti-PKAs. NPT: Namero de péptidos totales; NPU: Ntumero de péptidos nicos.
Modificada de Loza-Huerta, 2013.

Tabla 2. Sustratos de PKA en BL de flagelos aislados de espermatozoides de S.
purpuratus, cuyo patron de fosforilacion cambia con la movilidad

1 Cabeza de espiga radial del axonema gi|2905895 5 3

Cadena intermedia de dineina gi|72013805 35 19

Fosfatasa PP1A gi|72045279 5 4

Melanotransferritina gi|115744213 13 19

2 FDES gi|71067710 10 8

3 CK flagelar gi|125302 11 10

4 Proteina similar a kinesina 2 gi|390331804 12 19

5 Proteina 147 con dominios “coiled-coil” gi|390356835 7 6

6 Flotilina 1 gi|72141215 32 17
7 Proteasa 8 especifica para sentrina gi|72005346
8 Proteina activadora de GTPasa SLIT-ROBO1 | gi|115665310

9 Subunidad Rde tubulina gi|72065171 4

10 Actina gi|115943916 26 17

AK1 gi|126506320 28 20

Flotilina 2 gi|390347106 27 18

PKARII gi|47551027 4 3

11 Flotilina 1 gi|72141215 16 9

12 Receptor de Speract gi|118063 8 5

13 VDAC-2 gi|72005582 3

14 Antigeno 6 asociado al espermatozoide gi|72113568 2

15 Proteina GA10590-PA gi|72032459 4 4

16 AK8 gi|390366422 50 27

Proteinas identificadas por MS/MS en 16 manchas detectadas en geles 2-D mediante experimentos de
WB con el anticuerpo anti-PKAs. NPT: Namero de péptidos totales; NPU: Numero de péptidos tinicos.
Modificada de Loza-Huerta, 2013.
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Figura1.La ACm1 localizada en el area del acrosoma del eem disminuye con la reaccion
acrosomal. A) Inmunofluorescencia (microscopia confocal) de los espermatozoides
marcados con anti-ACml1 (rojo) y con anti-faloidina (verde, que se une a actina; Su
et al., 2005) de espermatozoides control y de espermatozoides reaccionados. B). Los
insertos en ambos casos (A y B) muestran la sobreposicion del contraste de fases con la
fluorescencia. Modificada de Romero, 2013.

Figura 2. La rodamina-123 marca la mitocondria de los espermatozoides de S.
purpuratus. Espermatozoides marcados con 10 ptM de Rodamina-123. A) Distribucion
de la fluorescencia observada en microscopio confocal. B) Sobreposicion de la
fluorescencia con las imagenes de contraste de fases observadas con un objetivo de
100x. Modificada de Garcia-Rincon, 2016

A.B

Figura 3. La PKA se distribuye a lo largo del espermatozoide e incluye las areas de
la mitocondria y del acrosoma. (A) Distribucion de la fluorescencia de la PKA (anti-
PKA; 1:100) en el eem. (A’) sobreposicion de la fluorescencia con luz blanca de los
espermatozoides observados en microscopio confocal invertido Olympus FV1000 2P con
un objetivo de 60x. (B y B”) son los eem incubados solo con el anticuerpo secundario,
(A1) es la fluorescencia del espermatozoide indicado en (A”) amplificado y (A"2) es la
sobreposicion de la fluorescencia con luz blanca del mismo espermatozoide. En todos los
paneles la escala representa 10 pm. Modificada de Gonzalez-Mora, 2016.

U.

Anti-PEA
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Glosario

AC: adenil ciclasa.

ACm: adenil ciclasa de membrana.

AKAP: proteina de andamiaje de cinasa A.

AMPc: adenosina 3”,5"-monofosfato ciclico.

ATP: adenosina trifosfato.

BL: balsa lipidica.

[Ca*?i: concentracion de calcio intracelular

CaM: calmodulina.

DDA: 2’,5’-Dideoxiadenosina.

EJ: gelatina del ovulo.

Em: potencial de membrana.

Epac: proteina intercambiadora de
nucledtidos de guanina activada
por AMPec.

FDE: fosfodiesterasa.

Gs: proteina G estimuladora.

GC: guanil ciclasa.

GCm: GC de membrana.

GMPc: guanosina monofosfato ciclico.

kDa: kilodaltones.

KH?7: acido propanoico 2-(1Hbenzimidazol-
2-iltio)-2-[(5-bromo-2-hidroxifenil)
metileno] hidracida.

MS/MS: espectrometria de masas en
tandem.

mV: milivolts.

NHE: intercambiador Na*/H*.

sNHE: NHE especifico del espermatozoide.

PF'S: polimero de fucosa sulfatada.

pH;: potencial de hidrégeno intracelular.

PKA: proteina cinasa dependiente de
AMPec.

PKC: proteina cinasa C estimulada por
diacilglicerol.

PM: peso molecular.

RA: reaccion acrosomal.

RSP: AKAP, llamada asi por sus siglas en
inglés para Radial spoke protein.

Sx: serina, donde x = namero de
aminoacido.

sAC: adenilil ciclasa soluble.

SAP: péptido activador de los
espermatozoides.

Sp: Strongylocentrotus purpuratus.

SpHCN: canal i6nico regulado por
hiperpolarizacion y nucleotidos
ciclicos de Sp.

SUsAC: sAC de erizo de mar.

Tx, treonina, donde x = nimero de
aminoacido.

WB: Western Blot.
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1. Introduccion

as caspasas son proteinas que cortan a otras proteinas en residuos
de acido aspartico y que ejecutan un tipo de muerte celular llamado
apoptosis. Este es un proceso que se lleva a cabo de manera ordenada
sin desencadenar una respuesta inflamatoria. En espermatozoides esta
clase de muerte no esta definida, pero la presencia de estas proteinas en
dicha célula se ha vinculado a diversas alteraciones que puede sufrir el

espermatozoide, como la congelacion, o a patologias humanas.

2. ;Que es la apoptosis?

La apoptosis es un tipo de muerte celular en donde se eliminan células
individuales. Sucede de manera ordenada y regulada, por lo que muchas veces
se le define como “muerte celular programada” (preparacion de la maquinaria
necesaria para ejecutar una actividad en el momento deseado), aunque no
es la Ginica muerte celular programada (Galluzzi et al., 2015; Kroemer et
al., 2009; Parrish, Freel y Kornbluth, 2013). En las células somaticas, la
apoptosis presenta una serie de cambios morfologicos, como la pérdida de
la integridad de la membrana plasmatica, la condensacion y fragmentacion
de cromatina, asi como el empaquetamiento de los fragmentos celulares en
vesiculas formadas de membrana plasmatica (cuerpos apoptoticos) (Earnshaw

et al., 1999; Mcllwain et al.,, 2013). Ademas de los cambios morfologicos, se



pueden reconocer modificaciones bioquimicas, como las que suceden en la
superficie de la membrana que inducen la externalizacion de la fosfatidilserina
(PS) (Elmore, 2007); el rompimiento del ADN en fragmentos regulares,
normalmente miltiplos de aproximadamente 200 bp (Elmore, 2007), asi como
la escision de subconjuntos de polipéptidos y proteinas (Earnshaw et al., 1999).

El corte de las proteinas se lleva a cabo por una familia de proteasas
llamadas caspasas (Earnshaw et al., 1999). La muerte celular por esta via
puede ocurrir en respuesta a varios tipos de estrés celular, daho al ADN,
privacion de factores de crecimiento, estrés de reticulo endoplasmico y
sehales del medio ambiente, entre otras. También la pueden activar otras
causas, como la radiacion, toxinas, hipoxia, hipertermia y radicales libres

(que provocan estrés dentro de la célula) (Green y Llambi, 2015).

3. .Quée son las caspasas?

Las caspasas son proteinas que cortan después de residuos de acido aspartico
(Cade y Clark, 2015; Grunewald et al., 2009) y este corte depende de un
residuo de cisteina presente en su sitio catalitico (Mcllwain et al., 2013).
Son proteinas que se generan como proenzimas o zimoégenos (proteina a
partir de la cual se creara una enzima activa) y se llaman procaspasas al
momento en que estan inactivas. Para activarlas es necesario que ocurra
una serie de cambios que les permiten madurar y cumplir su funcion. La
estructura de las procaspasas contiene un prodominio (seccion de una
proteina que contribuye a su conformacion tridimensional) N- terminal,
seguido por una subunidad larga y una corta (fig. 1). En algunas procaspasas
esta subunidad esta separada por un pequeno espacio que es eliminado del
zimogeno durante la maduracion de la enzima.

Todas las escisiones involucradas en la maduracion de las procaspasas
se llevan a cabo en los carboxilos de los residuos de aspartato. Otra estructura
que se puede identificar en estas proteinas son los prodominios, dentro de los

cuales es posible reconocer dos motivos (secuencia de aminoacidos altamente
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conservada): el dominio efector de muerte (DED, por sus siglas en inglés,
death effector domain) y que aparentemente esta involucrado en la interaccion
con otras proteinas que senalizan muerte, como son MORT1/FADD y TRADD;
y el dominio reclutador de caspasas (CARD, caspase recluitment domain),
que es importante para la interaccion de las caspasas maduras con otras
enzimas, ademas de su relacion con proteinas adaptadoras y reguladoras
(Earnshaw et al., 1999).

Las caspasas con prodominios cortos de alrededor de 23 aminoacidos
(por ejemplo, las 6 y 7), al parecer, estan involucradas en la iniciacion
de la respuesta apoptotica, por lo que se les denomina iniciadoras. Las
caspasas con prodominios de alrededor de 219 aminoacidos (por ejemplo,
la caspasa 10) son llamadas efectoras, las cuales deben ser activadas por
las iniciadoras (fig. 1) (Earnshaw et al., 1999).

Para que una procaspasa se active es necesario que pase por una serie
de procesos que le ayudaran a madurar; el primer paso es su dimerizacion
con otra procaspasa, ya que este tipo de enzimas se activan a través de
“proximidad inducida”, es decir, cuando la proteina llamada adaptador
interactia con el prodominio de otra proteina de la misma identidad (fig. 1).
Esto resulta en la formaciéon de un tetramero compuesto por dos unidades
iguales que se unen en pares. El proceso contintia con al menos dos
escisiones mas que separan la subunidad larga de la subunidad pequena.
Los nuevos extremos se pliegan sobre los dimeros, promoviendo cambios
conformacionales para crear dos sitios activos en la que ahora sera la
caspasa madura, seguido de la remocion de los prodominios. Sin embargo,
se ha sugerido que esta eliminacion no siempre es necesaria (fig. 1) (Cade y
Clark, 2015; Earnshaw et al., 1999; Green y Llambi, 2015).

3.1 Tipos de caspasas
Como se mencion6 anteriormente, las caspasas se pueden clasificar

seglin los dominios que contienen: las iniciadoras tienen un prodominio,



un dominio largo y uno corto, mientras que las efectoras so6lo tienen el
dominio largo y el corto. Otra manera de clasificarlas es de acuerdo con
su funcién, como caspasas inflamatorias y apoptoticas, estas Gltimas a su
vez pueden ser divididas segtn su estructura y funcion como iniciadoras
o efectoras (fig. 2).

Las caspasas apototicas iniciadoras (CAI) son monomeros estables y
se activan por dimerizacion (fig. 1), tras la cual adquieren la capacidad de
autoprocesamiento, por lo que pueden escindir la union entre el prodominio
y la unién entre la subunidad larga y la corta. Este mismo procedimiento lo
llevan a cabo las efectoras (con la diferencia de que no poseen un prodominio).
Aun después de su dimerizacion, las caspasas apoptoticas efectoras (CAE)
todavia no se encuentran activas y es necesario que sean escindidas por
las CAI para que se activen. Al igual que las caspasas apoptoticas, las

inflamatorias se activan por dimerizacion (fig. 2) (Cade y Clark, 2015).

4. Vias de activacion de las caspasas
La caspasa 8 es la caspasa iniciadora mas estudiada de la via de apoptosis
extrinseca, es decir, la que se activa mediante sehales de muerte que vienen
del exterior. Una de las vias extrinsecas importantes se relaciona con la
activacion de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral
(TNFR), que posee un dominio extracelular rico en cisteina y un dominio
citoplasmatico de alrededor de 80 aminoacidos, llamado “dominio de muerte”
(DD) (Elmore, 2007). Este receptor recibe a un ligando de muerte (por
ejemplo, FasL o TNF-alfa), induciendo su oligomerizacion y favoreciendo el
reclutamiento del complejo de sehalizacion de inducciéon de muerte (DISC).
DISC esta formado por proteinas que contienen e interacttian a través del
DD (fig. 3), como por ejemplo FADD (dominio de muerte asociado a FAS) o
TRADD (dominio de muerte asociado al receptor de TNF).

FADD o TRADD, a su vez, exponen su dominio DED (dominio efector de

muerte) que le ayuda a interactuar con la caspasa 8, que también contiene un
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dominio DED, lo que provoca que los monomeros de la caspasa 8 entren en
proximidad y se dimericen, lo cual incita que se active y ocurran las escisiones
necesarias para que la enzima madure totalmente (fig. 1). A partir de este paso
la ruta puede tener varias alternativas: que la caspasa 8 active a las caspasas
efectoras 3 y 7 o que escinda o corte a Bid (proteina proapoptotica que pertenece
a la familia BH3), que desencadenara la muerte por la via mitocondrial (Nair
et al., 2014) (fig. 3A).

La caspasa mas estudiada en la muerte celular por la via intrinseca es
la caspasa 9, ya que formara parte del apoptosoma. Lo anterior es regulado
por factores externos e internos, provocando alteraciones en la membrana
mitocondrial, como la formacion de los poros de transicion de permeabilidad
mitocondrial (MPT), lo que provoca la pérdida del potencial de membrana
y la liberacion de dos grupos principales de proteinas proapoptoticas que
normalmente estan secuestradas en la mitocondria y que escapan hacia el
citosol (Elmore, 2007). El primer grupo de proteinas proapoptoticas esta
formado por el citocromo ¢, Smac/DIABLO y HtrA2/Omi, que activan la
via mitocondrial dependiente de caspasa. El citocromo ¢ se une a Apaf 1
y a la procaspasa 9 para formar el “apoptosoma”, que es un heptamero
de 7 subunidades de cada una de las proteinas antes mencionadas. Esta
union favorecera la activacion de la procaspasa 9, convirtiéndose en la
caspasa 9 activa (fig. 3B). Por otro lado, Smac/DIABLO y HtrA2/Omi
inducen la apoptosis, inhibiendo a las proteinas que impiden la apoptosis
(IAP) (Elmore, 2007; Green y Llambi, 2015; Kuhlbrandt, 2015; Schultz y
Harrington, 2003).

La caspasa 1 es la mas importante en los procesos inflamatorios,
asociada principalmente a la piroptosis, un tipo de muerte celular
inflamatoria, acompanado de la liberacion del contenido -citosolico,
coincidiendo con la apoptosis en la desintegracion del ADN, pero en este
fenomeno se visualiza la ruptura en forma de escalera. Durante el proceso,
la caspasa que cumple la funcién iniciadora y efectora es la caspasa 1

(Lin y Zhang, 2017), misma que esta involucrada en el procesamiento de



citosinas (pequehas proteinas secretadas principalmente por las células T
ayudadoras por los monocitos; Zhang y An, 2007), las cuales tienen un efecto
especifico en la interaccion y comunicacion entre células. Particularmente,
la caspasa 1 puede activar al precursor de la interleucina 1 B (pro-IL-1B,
citosina implicada en procesos inflamatorios).

La descripcion anterior ayudara a entender el funcionamiento de las

caspasas que hasta el momento se han encontrado en espermatozoides.

5. Caspasas en espermatozoides

De manera general, la presencia de caspasas (1, 3, 9, 8) en espermatozoides
eyaculados siempre se ha asociado a una mala calidad espermatica, lo
cual también se puede relacionar con la muerte celular. A continuacion
discutiremos los reportes donde existe presencia de caspasas y bajo qué

condiciones se presentan.

5.1 Caspasas asociadas con la

infertilidad masculina

En diversos estudios se ha abordado la relacion que tiene la presencia de las
caspasas activas con la baja movilidad de los espermatozoides. Los primeros
analisis los realizaron Weng y colaboradores en el 2002, en los que separaron
los espermatozoides de pacientes infértiles, asi como de donadores sanos,
utilizando concentraciones discontinuas de percoll (45% y 90%), marcando a
los espermatozoides con anticuerpos fluorescentes para caspasas activas; se
encontr6 una mayor cantidad de caspasa 3 activa en la porcion de baja movilidad
(45% de percoll), exclusivamente en la pieza media de los espermatozoides
tanto de los donadores sanos como de los pacientes infértiles, por lo
que propusieron que la apoptosis dependiente de caspasas puede ser
desencadenada en la region donde se encuentran las mitocondrias y la

gota citoplasmica de espermatozoides anormales e inmaduros.
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Conjuntamente, determinaron la actividad general de las caspasas y
encontraron que en pacientes infértiles es mayor, aun en la fraccion de
alta movilidad. Debido a que el espermatozoide tiene escaso citoplasma,
los autores plantean que la actividad de la caspasa 3 en hombres sanos
es mas eficiente, por lo que requiere niveles bajos. Ademas de que en
la fraccion de alta movilidad muestran una correlaciéon negativa entre
la movilidad y la actividad de las caspasas. En este mismo estudio
cuantificaron la fragmentacion del ADN y observaron una correlacion
positiva entre dicha fragmentacion y la presencia de caspasa 3 en los
espermatozoides (Weng et al., 2002).

No obstante, no fueron los inicos que detectaron caspasas relacionadas
conproblemasenlos parametros espermaticos,yaque Paaschycolaboradores,
en el 2003, encontraron caspasas en espermatozoides, separando
previamente la muestra entre los que presentaban exposicion de PS y
aquellos que no la presentaban. En general, los donadores mostraban bajos
niveles de caspasas en comparacion con los pacientes infértiles. Sin embargo,
los espermatozoides que presentaba externalizacion de PS registraban
altos niveles de caspasas tanto en donadores sanos, como en pacientes con
infertilidad (Paasch et al., 2003). Esto coincide con investigaciones en las
que discuten que las modificaciones de la funcionalidad de la membrana
también pueden estar ligadas con la actividad de la caspasa 3, la cual
escinde proteinas cinasas, modificando asi la migracién bidireccional de los
fosfolipidos a través de la bicapa lipidica, por la retenciéon de la actividad
de la escramblasa (Frasch et al., 2000). Paasch y colaboradores también
argumentan que es un elemento residual de la espermatogénesis y son
propensas a activarse debido al daho en la membrana. Ademas de que la
presencia de caspasas indican un defecto o remodelacion incompleta del
citoplasma durante la espermatogénesis, ya que encontraron marcaje de
caspasas (1y 9) en la pieza media, especificamente en el citoplasma residual
de pacientes, mientras que en los donadores se localizaba en la region

posacrosomal.



Otros estudios se han enfocado en determinar la relacion de las
caspasas, asi como la liberacion del citocromo ¢, detectando un aumento de
las especies reactivas del oxigeno (ERO) y la concentracion de citocromo ¢
en el plasma seminal, ademas de encontrar marcaje de caspasa 3 en la pieza
media, por lo que sugieren que hay una posible relacion entre el incremento
del dano indicado por el estrés oxidante y la apoptosis mediada por CP en

pacientes con un factor de infertilidad masculina.

5.2 Activacion de caspasas por congelacion

Una de las técnicas en las que se apoya la reproducciéon animal asistida es
la congelacion de gametos, la cual consiste en someter las células a bajas
temperaturas para disminuir su metabolismo y de este modo preservarlas;
sin embargo, es imprescindible que se usen compuestos que deshidraten a
las células para evitar la formacion de cristales dentro y fuera de ella, a los
que llaman crioprotectores.

Entre los crioprotectores mas comunes esta el glicerol. Grunewald
probd dos concentraciones diferentes de glicerol (7% y 14%) y observo el
efecto que tenia sobre la activacion de las caspasas durante el proceso de
congelacion. Encontro que éste provoca el aumento de todas las caspasas
medidas en el estudio (1, 3, 8 y 9), tanto en donadores sanos, como en
pacientes infértiles. Dentro de las peculiaridades que reportan es que
tanto la caspasa 8 como la 9 aumentan a altas concentraciones de glicerol
y de manera significativa también lo hacen en las muestras que provenian de
pacientes infértiles. Mientras que los precursores de la caspasa 3 (32kDa)
disminuyen cuando se incrementan las concentraciones de antioxidantes
como el glutation (Grunewald et al., 2005).

En 2004, Paasch ya habia reportado la activacion de las caspasas
durante la congelaciéon, mencionando que conduce a la activaciéon de las
caspasas 1, 8, 9 y 3, y que ademas se relaciona con la externalizacion de

fosfatidilserina. Para corroborar este Glltimo punto se separaron las células
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positivas y negativas a fosfatidilserina, encontrando un aumento de todas
las caspasas en la porcion de espermatozoides que presentaron exposicion
de fosfatidilserina (Paasch et al., 2004).

La criopreservacion y los crioprotectores pueden desencadenar la
muerte celular programada, asociada a la integridad de la membrana y
la activacion de caspasas; esto puede deberse a que la criopreservacion
de los espermatozoides conduce a varias alteraciones estructurales y
funcionales de la membrana plasmatica, que pueden llevar a la pérdida
de la estabilidad de la bicapa lipidica y a un criodano subletal de
espermatozoides. Esta falta de integridad de la membrana puede iniciar
la cascada de las caspasas. Los crioprotectantes, como ejemplo el glicerol,
por si mismo tiene la capacidad de contribuir a la activacion de las caspasas
via los efectos toxicos sobre la mitocondria, ya que el estrés citotoxico
conlleva perturbaciones mitocondriales, seguido de fragmentacion del ADN

(Grunewald et al., 2005).

5.3 Activacion de caspasas por peroxido
y progesterona
Se ha demostrado, en repetidas ocasiones, que el calcio juega un papel
importante en la sehalizacion de la muerte en células somaticas y, por
lo tanto, en la activacion de las caspasas. La progesterona puede ser
un poderoso movilizador de calcio en los espermatozoides (Demaurex y
Distelhorst, 2003), permitiendo la salida de los sitios de almacenamiento
o generando una serie de reacciones que permiten la entrada de este ion.
Existen diversos componentes intracelulares sensibles a concentraciones
de calcio, como la mitocondria, por lo que una elevacion de la concentracion
puede inducir apoptosis, ya que puede promover la liberacion de factores
(como el citocromo ¢) que ademéas perjudican la funcion mitocondrial.

En espermatozoides se ha probado el efecto de la progesterona sobre

la activacion de las caspasas en ellos, encontrando que a partir de una



exposicion de 15 y hasta 120 minutos con 20 pM de progesterona hay un
aumento en la cantidad de caspasa 3 activa, asi como de la caspasa 9;
este efecto se acentud cuando los espermatozoides fueron sometidos por
60 minutos con 10 pl de progesterona. Estos efectos se ven disminuidos
cuando los espermatozoides son tratados con DEVD-CMK o z-LEHD-FMK
(inhibidores de caspasa 3 y 9) (Bejarano et al., 2008). En otros estudios
también se ha reportado un incremento de la caspasa 3 activa usando
la misma concentracion de progesterona (Bejarano et al., 2008). La
importancia de lo anterior radica en que en células somaticas el calcio
tiene una funcion importante en la sehalizacion de muerte; sin embargo,
en espermatozoides se le puede dar un papel dual a este componente, ya
que la progesterona es una hormona esteroidea que induce la entrada de
calcio en el espermatozoide y provoca miltiples respuestas fisiologicas
esenciales para que se lleve a cabo la fertilizacion (Lishko et al., 2011),
ademas de que puede efectuar procesos como la muerte de la misma célula.

Por otro lado, el peroxido de hidrégeno (H,0O,) es una ERO que,
ademas de poder movilizar calcio, hace modificaciones a otras proteinas,
provocando la activacion de caspasas y eventualmente la muerte (Bejarano
et al., 2008). En espermatozoides, usando 10 ntM de H,O, durante 60
minutos, se obtiene la mayor activacion de caspasa 3 (Bejarano et al., 2008;
Demaurex y Distelhorst, 2003) e ironicamente, concentraciones altas de
H,O, no producen un cambio significativo en la activacion de las caspasas
(Bejarano et al., 2008). Es importante considerar que si bien las ERO
tienen la capacidad de causar daho en el espermatozoide, también pueden
participar en procesos importantes en la fisiologia espermética, activando
o inactivando proteinas para que se cumplan procesos como la activacion
de la movilidad, a través del incremento del adenosil monofosfato ciclico
(AMPec) y la fosforilacion de proteinas, para la adquisicion de su capacidad
fertilizante. Asi, entre los efectos negativos y positivos de las ERO a los
espermatozoides, parece que el buen funcionamiento dependera de su

adecuada regulacion por los antioxidantes (Arenas-Rios et al., 2014).
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5.4 Otras asociaciones

La activacion de las caspasas en los espermatozoides también se ha relacionado
con las personas fumadoras, ya que se ha demostrado el impacto del humo de
cigarro en la infertilidad masculina (Soares y Melo, 2008). En 2011 (El-Melegy y
Ali, 2011) se realizo un estudio que analizo el porcentaje de caspasa 3 activa en
espermatozoides de donadores sanos y en pacientes fumadores y no fumadores,
demostrando que los pacientes infértiles que eran fumadores presentaban
una mayor cantidad de esta caspasa, en comparaciéon con los otros grupos;
esta condicion se exacerbaba de manera significativa en aquellas personas
excesivamente fumadoras, lo que quiere decir que tenian alrededor de 17 anos
siendo adictas y consumiendo por lo menos 23 cigarros al dia (El-Melegy y Ali,
2011). Esto puede deberse a una desregulacion en el eje hipotalamo-hipofisis-
testiculo o a la hipoxia leve causada por la disrupciéon de la microcirculacion
testicular, pero un efecto toxico de los compuestos quimicos del cigarro sobre el
epitelio testicular estd mas relacionado, aunado a un impacto adverso provocado
por las ERO en los espermatozoides, las cuales pudieran ser las causantes del
dano ligado a la baja concentracion de antioxidantes (El-Melegy y Ali, 2011).

A pesar de que en muchos estudios se hace la comparacion entre hombres
sanos e infértiles, los infértiles no tienen una patologia asociada a su infertilidad
como el varicocele. Este se caracteriza por una dilatacion anormal y retrograda
del fluido sanguineo en las venas testiculares, condicion que provoca infertilidad
(Tsili et al., 2017). Ademas, se ha demostrado que esta condicion favorece un
aumento en la cantidad de caspasa 9 en los espermatozoides. El estrés oxidante
es uno de los probables causantes del dano en estos espermatozoides, ya que
se ha propuesto que durante el varicocele se genera esta condicion de estrés
(Zalata et al., 2011).

Otras investigaciones relacionan a las caspasas con el estatus maduracional
de los espermatozoides, las cuales se basan en la separacion de espermatozoides
a través de centrifugacion en un gradiente de concentracion, obteniendo una
fraccion que se consideraron como espermatozoides maduros (los espermatozoides

encontrados en la interfase entre el gradiente de 47% y 90%) e inmaduros (los



localizados solo en el gradiente de 90%); en ambos casos se les determiné la
cantidad de caspasas 9, 8 y 3, encontrando una mayor cifra en los inmaduros
(Paasch et al., 2003). Lo anterior puede deberse a una maduracion incompleta

durante su transito por el epididimo (Paasch et al., 2003).

6. Conclusion

A pesar de que diversos estudios asocian la mala calidad espermatica con la
presencia de caspasas (1, 3, 9, 8), estos analisis no son concluyentes, ya que
se desconocen las vias de sehalizacion en las que participan especificamente
en espermatozoides; ademas, se debe considerar que se ignora qué ocurre con
estas proteinas cuando el espermatozoide transita por el epididimo. Por lo que es
necesario realizar mas estudios que ayuden a esclarecer el papel de las caspasas

en la fisiologia espermatica durante su formacion y maduracion postesticular.

Figura 1. Estructura y proceso general de activacion de caspasas iniciadoras y
efectoras.
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Figura 2. Representacion de los diferentes tipos de caspasas.
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Figura 3. Esquematizacion de la via de activacion general de algunas caspasas.
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Autora: Blanca Patricia Lopez-Trinidad.
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Glosario

ADN: Acido Desoxirribonucleico.
Polinucledtido formado por la
union covalente entre unidades de
desoxirribonucleotidos; actia como
transportador de la informacion
genética.

Apaf 1: Proteasa activadora del factor 1 de
la apoptosis.

bp: Pares de bases.

CAL caspasas apototicas iniciadoras.

CAE: caspasas apoptoticas efectoras.

CARD: Dominio de reclutamiento de
caspasas (caspase recluitment
domain).

DED: Dominio efector de muerte (death
effector domain).

DIABLO: Proteina de union directa a IAP
con bajo pI (direct IAP-binding
protein with low pI).

DISC: complejo de senhalizacion de
induccion de muerte.

DD: Dominio de muerte.

FADD: Proteina asociada a Fas con
dominio de muerte (Fas-associated
protein with death domain).

FasL: Ligando de Fas.

HtrA2/Omi: Serina peptidasa mitocondrial
HtrA2, también conocido como
Omi.

IAP: Proteinas inhibidoras de la apoptosis.

PS: Fosfatidilserina.

Pro-IL-1B: Precursor de la interleucina
1B.

Smac: Segundo activador de caspasas
derivado de mitocondrias (second
mitochondria-derived activator of
caspases).

TNFR: Receptor del factor de necrosis
tumoral.

TRADD: Receptor del factor de necrosis
tumoral tipo 1 asociado al dominio
de muerte (Tumor necrosis factor
receptor type 1-associated DEATH
domain).
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1. Introduccion

éxico es uno de los paises megadiversos, cuenta con 393 grupos
de serpientes (Paredes-Garcia et al., 2011; Flores-Villela y
Garcia-Vazquez, 2014). Esta riqueza ha formado parte de la
cosmovision de las culturas prehispanicas del pais, en particular entre
los aztecas, quienes representaron a Quetzalcoatl con una serpiente con
aureola de plumas y cuerpo ondulante cubierto también de plumas cuya
cola culmina con los tipicos anillos (Bueno, 2000), y los mayas plasmaron
con esta misma figura al dios Kukulkan en la piramide de Chichén Itza,
que durante el equinoccio de primavera la luz del Sol ilumina la escalinata,
formando el cuerpo de la serpiente que baja hasta la base de la piramide,
donde se une a la cabeza de un crotalo (Ojeda, 2004, en Fuentes-Mascorro et
al. 2015). En la fachada del palacio del gobernador en Uxmal se encuentra
lo que puede ser considerado como el primer modelo de geometria natural,
que toma los rombos de la piel de la serpiente de cascabel como patron;
para los mayas, ademas, este rombo significa certidumbre matematica, de
alli proviene el concepto de cielo cuadrado, las cuatro fases de la luna y los
puntos cardinales (Bueno, 2000). En la iconografia y la arquitectura olmeca,
maya, zapoteca y azteca, asi como en el escudo nacional, la serpiente que se
aprecia es del género crotalo (Fuentes-Mascorro, 2014).
De acuerdo con Gomez et al., 2005, se expende sin ningan control

sanitario o de origen carne y capsulas que en teoria son de serpiente de



cascabel, con la promesa de que combate el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) y cancer; Camacho-Escobar et al. (s/f) indican que en la
costa de Oaxaca la carne de Crotalus aquilus, molida y disuelta en agua, es
empleada para tratar la enfermedad de Newcastle en guajolotes (Meleagris
gallopavo). Si a esto le sumamos que, de acuerdo con la Organizacion Mundial
de la Salud, cada aho se producen 5.4 millones de mordeduras, que causan de
1.8 a 2.7 millones de casos de envenenamiento y de 81,410 a 137,880 muertes
(Siria y Arellano, 2009), las serpientes venenosas son sacrificadas en busca de
su carne y por la interaccion con los seres humanos, pues el accidente ofidico
se ha tornado un problema de salud publica y ha colocado a algunas de las
especies en la categoria de sujetas a protecciéon o amenazadas, de acuerdo con
la Norma Oficial Mexicana 059-SEMARNAT-2010.

En los tltimos anos, el incremento de la herpetofilia ha provocado
el desplazamiento de especies muy lejos de los lugares donde habitaban
originalmente, incrementando con esto la necesidad de producir faboterapicos
no solo para las especies de distribucion local, sino también para las que llegan
alos paises a través del mercado legal y del comercio ilegal. El decomiso de estos
ejemplares y su puesta en resguardo facilita la obtencion del material biologico
necesario para producir antidotos, ademas de permitir el estudio y aislamiento
de proteinas para su posible empleo como farmacos, lo que cobra un nuevo e
interesante sentido a partir de la publicacion de los estudios de Casewell et al,
2012, quienes encontraron la anidaciéon de genes que codifican para proteinas
con roles fisiologicos dentro de los clados de las toxinas del veneno.

El Laboratorio de Investigacion en Reproduccion Animal (LIRA) de la
Universidad Autonoma “Benito Juarez” de Oaxaca (UABJO), en colaboracion
con el Herpetario Reptilium y el Zoologico de Zacango, ha mantenido en los
ultimos anos una linea de investigacion enfocada en la aplicacion de técnicas
de reproduccion asistida en reptiles, orientadas en un inicio a la conservacion
de semen para su posterior uso en la inseminacion artificial de hembras
que se encuentran lejos del ejemplar macho. En las siguientes paginas se

presentan los avances que se han tenido.
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2. Técnica de extraccion de semen
(Fuentes-Mascorro y Alvarez, 2016)

Una vez observada la conducta de apareamiento en elapidos vipéridos y
coltibridos, se diseno6 una técnica que permite extraer semen en ejemplares
de estas tres subclases. Basicamente consiste en la contenciéon del animal
por personal capacitado; por seguridad de quien hace la contencion y del
ejemplar, se maneja en un tubo herpetologico transparente, donde se
introduce el tercio anterior de su cuerpo, asegurando su no retorno. El
técnico que realiza la extraccion procede a dar un masaje ventral craneo-
caudal en el tercio distal del cuerpo del ejemplar y circular en el area del
esfinter cloacal y en los esfinteres de acceso a las bolsas de los hemipenes;
una vez que la serpiente relaja los esfinteres, se procede a introducir
diluyente a 28°C en la cloaca y los sacos de los hemipenes, acto seguido
se ejerce presion sobre la region para que expulse el liquido (no siempre
retorna el liquido de la cloaca, en ocasiones el animal lo retiene o lo
absorbe), con papel suave se retira el exceso de liquido. Los machos que
estan o han estado en actividad sexual arrojan un material gelatinoso de
los sacos de los hemipenes y da inicio la expulsion de liquido que contiene
espermatozoides; el eyaculado puede tener consistencia de pastosa a liquida
y los espermatozoides presentes en él no siempre tienen movimiento. Bajo
esta técnica en ejemplares en actividad sexual se ha logrado obtener hasta
30 improntas, cabe considerar que no es necesario que el ejemplar evierta
los hemipenes para eyacular.

Es muy probable que el material gelatinoso que sale de los sacos de
los hemipenes corresponda a semen que ha sido eyaculado a pesar de la
ausencia de la hembra y que pase por el conjunto de surcos que comunican
la cloaca con las bolsas de los hemipenes. Este material puede ser blanco,
amarillento o grisaceo si tiene mucho tiempo en el lugar, se puede encontrar
en la entrada de los sacos de los hemipenes seco y adherido a la piel del
ejemplar; de ser asi, se recomienda retirarlo humedeciéndolo con liquido

tibio para evitar erosionar la piel.



3. Evaluacion macroscopica

El eyaculado de las serpientes se emite por ondas de eyaculacion; cuando el
macho esta copulando con la hembra se registra una fase de estimulacion.
En crotalos, la hembra se queda quieta y el macho, una vez que ha hecho la
intromision del hemipene en la cloaca de la hembra, avanza reptando sobre
el cuerpo de ella, realizando un movimiento lateral con la cabeza hacia
ambos lados; cuando llega a la altura de la cabeza de la hembra, regresa
su cuerpo y eyacula, e inicia otra sesion de estimulacion, una copula puede
durar hasta 18 horas. Cuando se extrae el semen de los machos, se estimula
al ejemplar simulando la sensacion que tendria de estar reptando sobre la
hembra y eyacula una gota de semen, que puede ser de traslticida a blanca
lechosa, con una consistencia de liquido a mucoso, de un volumen muy bajo;
luego se realiza una nueva sesion de estimulacion y asi sucesivamente. En
ejemplares de coltubridos, la copula se efectiia entrelazandose los ejemplares
desde el tercio medio hasta el tercio posterior, el macho introduce el hemipene
en la cloaca de la hembra y desliza su cuerpo entrelazandolo al de la ella
para completar un “abrazo nupcial”, eyaculando como acto seguido; relaja
el cuerpo que se mantiene entrelazado y se repite la estimulacion, proceso
bajo el que se han logrado hasta 20 eyaculados por sesion. El eyaculado es
traslticido y como méaximo se ha obtenido una cantidad de 250 pL. Cuando
estos animales no se encuentran en época reproductiva, no eyaculan.

En la mayoria de las ocasiones los eyaculados se colectan por impronta
en un portaobjetos temperado a 28°C, se confirma por observacion en el
microscopio que la impronta contenga espermatozoides, se vierten 10pL
del diluyente que se esté empleando en la laminilla, se mezclan con una
punta y se transfiere el eyaculado diluido a un tubo eppendorf para su
posterior procesamiento. Cabe hacer notar que cuando el eyaculado es
espeso no coagula como el de los humanos, por lo que de no diluirse se
seca; si la impronta no se diluye rapidamente, también se seca. Colubridos,
vipéridos y elapidos pueden eyacular espermatozoides sin movimiento,

que a la tincion eosina-nigrosina estan vivos; se ha observado que una vez

SHINUIdYIS SV'T dd HAIOZOLVINHHdSH

123

Td X OQVTINIDVAH THA SVILLSISALOVAVD



124

que estan diluidos, con el tiempo empiezan a presentar movimiento y que
de manera indistinta en el eyaculado pueden salir espermatozoides con y
sin movimiento, sin ningtn patron. El pH se ha determinado empleando
tiras reactivas, obteniéndose en todos los ejemplares 7.0 como valor, dato
que debe tomarse con reserva en virtud de que las tiras reactivas son poco

sensibles y la escala de pH es logaritmica.

4, Evaluacion microscopica

Movilidad masal es la forma en que los espermatozoides se mueven en
grupo; se coloca el portaobjetos que tiene la impronta en el microscopio y
se enfoca con el objetivo de 10X: se asigna un 5 cuando los espermatozoides
se desplazan en grupos, formando remolinos vigorosos similares a los de un
cardumen en movimiento; 4 a remolinos con menor vigor; 3 cuando no hay
remolinos, pero si movimiento grupal; 2 si existe movimiento en grupos de
pocos espermatozoides; 1 cuando la actividad en grupos se reduce a unos
cuantos espermatozoides en movimiento y 0 sin movimiento. De acuerdo
con esta escala, los eyaculados de animales en plena estacion reproductiva
presentan una movilidad masal de 5.

Se encontr6 un movimiento cooperativo en los espermatozoides de
Crotalus atrox que consiste en grupos de cientos de ellos que coordinan su
batido flagelar para avanzar en una misma direccion (Fuentes-Mascorro
et al., 2013), fenomeno que ha sido reportado en Parachauliodes japonicus
(Hayashi, 1998) y en Ratus noruegicus (Pizzari y Foster, 2008); los videos
que se han grabado contienen imagenes similares (fig. 1) a las del articulo
de Moore et al., 2002.

Morfologia. El espermatozoide de los reptiles presenta una forma
caracteristica (fig. 2), distinguiéndose una cabeza y flagelo; en la parte
anterior de la cabeza se ubica el acrosoma que termina en punta, inclinada a
la derecha o a la izquierda y anterior a ella, antes de la fosa de implantacion

se ubica el ncleo, que presenta en conjunto con el acrosoma la forma de



una piramide, se contintia con una pieza media que es muy larga y finaliza
en una cola que parece estar desnuda de membrana, como sucede en los
espermatozoides de mamiferos.

Reuniendo la informaciéon de las anormalidades observadas a lo largo
de cuatro anos de evaluacion de eyaculados de serpientes, se ha encontrado
que, del cien por ciento de anormalidades, la cabeza presenta 21.76%,
el flagelo 30.57%, con dos o méas anormalidades el 47.67%. Las cabezas
dobladas e hinchadas son el tipo de anormalidad presentada y en el flagelo
se observo forma de ovillo, doblado sobre si, desviaciones angulares en
ondas, enrollado y la presencia de dos colas, algunos presentan la cabeza
hinchada y la cola doblada. En las figuras 3 a 8 se presentan algunas de las
anormalidades encontradas.

En la fotografia 9 se aprecia el ntcleo, la fosa de implantacioén o cuello,
parte de la vaina mitocondrial y las fibras densas del flagelo; la membrana
se nota delgada y labil a las técnicas empleadas para su procesamiento.
La figura 10 muestra la estructura de la pieza media o pieza principal del
flagelo, con una membrana plasmatica bien definida, el agrupamiento de
mitocondrias que la caracteriza y la vaina fibrosa. En la figura 11 se puede
apreciar la diferencia entre la pieza media y la cola o pieza final del flagelo,
que no esta rodeada por la membrana celular.

Vivos-muertos. Manejar los datos de espermatozoides vivos y
muertos representd algunas dificultades sustanciales. Con la tincién
de eosina-nigrosina ocupada en mamiferos (Campbell et al., 1956), los
espermatozoides de las serpientes empezaron a presentar inconvenientes
como los que se muestran en las figuras 7 y 8, por lo que primero se realizd
un estudio de osmolaridad con soluciones de 200, 300, 400 y 500 mOsm/L en
Crotalus molossus, Crotalus atrox y Crotalus culminatus; se encontro estrés
osmotico en todas las soluciones, sin diferencias entre especies, notandose
que los espermatozoides responden a osmolairdades de 200, 400 y 500
mOsm/L, incrementando el volumen de la region que corresponde al nacleo

y manteniéndose intacto el acrosoma (Simon-Salvador et al., 2016).
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La osmolaridad de los espermatozoides de Boa cosntrictor,
Morelia spilota, Pituophis deppei, Crotalus culminatus y Crotalus
molossus, empleando soluciones de Tyrode modificado a 420, 440, 460
y 480 mOsm/L, evaluando a 0, 12, 24 y 36 horas de conservacion a
temperatura de 28°C; se midio el porcentaje de hinchamiento (PH) en
los espermatozoides y los resultados mostraron para Pituophis deppei
que 460 mOsm/L conserva los espermatozoides en perfecto estado desde
el tiempo 0 hasta 48 horas; para Boa constrictor, 420mOsm/L presenta
valores de 0 PH, para 0, 12 y 48 horas; Morelia spilota presenta los
mejores resultados a 420 y 460 mOsm/L; Crotalus culminatus presenta
los porcentajes mas bajos de hinchamiento (2 a 40%) entre 460 y 480
mOsm/L, y para Crotalus molossus las cuatro osmolaridades parecen
apropiadas, en virtud de que los PH van de 0 a 49; por la osmolaridad
de la solucion adecuada, depende del tiempo durante el cual se requiere
conservar la muestra (Fuentes-Mascorro et al., 2015).

El espermatozoide de las serpientes responde con hinchamiento
de la cabeza tanto a estrés hipoosmotico como hiperosmotico (fig. 12),
por lo que actualmente se estd buscando la distribuciéon de acuaporina.
En la figura 13 se advierte la presencia de acuaporina 1 en la region
del acrosoma, debido a que estas proteinas son capaces de permitir la
entrada o salida de agua en contra del gradiente osmaotico.

Diluciones. Para conservar los espermatozoides en movimiento a
28°C (temperatura cloacal de las hembras del mismo género), se evalud
la eficiencia de diluyentes que son empleados de manera rutinaria para
preservar espermatozoides de mamiferos; se extrajo semen del género
crotalus de las especies atrox, basiliscus, culminatus, m. nigrescens, m.
oaxacus, ravus, simus 'y scutulatus, se diluyeron los eyaculados en 10
pL de la solucion correspondiente, se mantuvieron en tubos eppendorf,
en bano seco, y se evalué la movilidad masal cada 30 minutos usando la
escala de 0 a 5 antes mencionada (tabla 1; Fuentes-Mascorro et al., 2014);

el tiempo mas largo de conservacion de la movilidad de los espermatozoides



se presentd con el medio Tyrode modificado, que esta constituido por el
Tyrode comercial suplementado con albtimina bovina 5mg/mL.

Medidas de los espermatozoides. Se trabajo con tres ejemplares de
vida libre: un Stenorrhina freminuvillei, con un peso de 42 gramos y talla de
42.5 cm de largo total; un Coluber mentovarious, con un peso de 400 gramos y
medida de 107.7 centimetros, y una Boa constrictor que pesaba 2,400 gramos
y talla de 157 centimetros, los cuales fueron capturados por interacciéon con
los humanos; el Crotalus molossus oaxacus, que se tomd del Herpetario
Reptilium, ejemplar de 750 gramos, en cautiverio, con temperatura constante
de 25°C y una humedad de 47 a 63%; se obtuvieron cinco eyaculados por
ejemplar para la evaluacion y se midieron 200 espermatozoides por cada uno
con el programa motic 2.0, los resultados se muestran en la tabla 2.

El ejemplar de Boa se encontraba al final de la estacion reproductiva.
Los indices morfo-espermaticos indican que los espermatozoides de cabezas
pequehas presentan rangos altos, como el caso de Stenorrhina, que es el de
menor talla adulta, no encontrandose ninguna relacion entre el largo adulto

esperado de los géneros evaluados y el de los espermatozoides que producen.

o,
5. Conclusion

El eyaculado de las serpientes surge en ondas, acompanadas de una fase
de estimulacién que contintia con la expulsion del esperma, el cual es
expelido en volumenes muy pequenos con una variedad de consistencia
desde liquida hasta mucosa, de translticido hasta blanco lechoso. Debido a
que los hemipenes no presentan una funcién eyaculatoria, no es necesaria
su eversion, pues el eyaculado es guiado a través del surco medio de los
hemipenes. Evaluar el eyaculado mediante las técnicas rutinarias es
posible ajustando la osmolaridad correspondiente a cada género y especie.
El espermatozoide de los reptiles tiene una forma caracteristica conservada
y bajo las condiciones adecuadas de osmolaridad es posible mantenerlo

viable en dilucién para transportarlo.
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Tabla 1. Movilidad masal

atrox 5/2 4/1 5/0 5/1 5/2
basiliscus 5/2 5/1 4/0 4/0 4/0
culminatus 4/2 4/1 4/0 5/0 5/0
m. nigrescens 5/2 5/1 5/1 5/0 5/1
m. oaxacus 4/2 4/1 4/0 4/0 4/0
ravus 4/2 5/1 4/0 4/0 5/0
simus 4/2 5/1 4/0 4/0 5/0
scutulatus 5/2 4/1 4/0 4/0 5/0

Se evalud con la escala de 0 a 5. En la fila superior se indica el diluyente y el tiempo en
el que se termino la evaluacion, el nimero a la izquierda de la linea diagonal sehala
la movilidad inicial y el del lado derecho la movilidad final en el tiempo establecido
en la primera fila.

Tabla 2. Evaluacion y medidas de los espermatozoides

Movilidad masal 5 5 1 5

% espermatozoides vivos 84 975 58 745

% espermatozoides muertos 16 25 42 255

% espermatozoides normales 100 100 100 100
Largo cabeza epz pm 14.6 £ 0.55 191+13 16.4 £3.22 18.22+1.81
Largo flagelo epz pm 164.30+2.22 1135+8.7 |156.84+6.71| 109.5+6.0
Largo total epz pm 178.9+2.53 1326+9.42 | 173.26+7.75 | 127.7+4.80

indice morfo-espermético 113 5.9 9.8 6.13

Se emplearon cinco eyaculados por ejemplar. El indice morfo-espermatico es
el cociente del largo del flagelo entre el largo de la cabeza; %= porcentaje; epz =
espermatozoides.



Figura 1. Conjunto de espermatozoides de C. atrox atrapado en tejido de descamacion;
sincronizan el batido de sus flagelos para impulsarse de manera coordinada e incrementar
el efecto del movimiento, la parte mas oscura corresponde al conjunto de cabezas 40X.

Figura 2. Espermatozoide de Crotalus spp. Se aprecia la cabeza que presenta el nticleo
tenhido de azul y el acrosoma translicido, el flagelo con una pieza media extremadamente
larga y una cola final aparentemente desnuda 40X.

Figura 3. Espermatozoides de C. molossus nigrescens tehidos con fuccina basica a 40X,
se aprecia la ausencia de cabezas.
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Figura 4. Espermatozoides de C. molossus oaxacus tehidos con fuccina basica a 40X. Las
flechas azules senalan defectos en la fosa de implantacion.

Figura 5. Espermatozoides de C. ravus ravus tehidos con hematoxilina a 40X. Se
advierte pieza media doblada en la parte superior; a la izquierda, cola doblada y abajo,
flagelo doblado sobre si, formando un ocho.

Figura 6. Espermatozoides de Stenorrhina f. Tincion eosina-nigrosina, con filtro a 40X.
Se aprecian cabezas hinchadas en la parte superior derecha, al igual que agrupamiento
de espermatozoides; conforme se va secando la muestra tienden a asociarse en formacion.




Figura 7. Espermatozoides de C. molossus nigrescens tehidos con eosina-nigrosina. Se
distingue en el espermatozoide inferior la cabeza deforme y dos colas al final del flagelo.

Figura 8. Espermatozoides Crotalus spp. Tincion eosina-nigrosina a 40X, con
acercamiento de la camara. Se aprecia diferente grado de hinchamiento de la cabeza.

Figura 9. Fotomicrografia electronica de transmision. La flecha marca una membrana
plasmatica delgada, electrodensa e irregular, que se extiende hasta la parte media.
El ntcleo (N) alargado y electrodenso. El cuello del espermatozoide (CE). Técnica de
contraste general con acetato de uranilo y citrato de plomo. Aumento 12 000X.

131

SHLNUIJYIS SV'T Hd HAIOZOLVINIAISH
TH X OAVTINOVAH THA SVILLSITHHLIVAVD



132

Figura 10. Fotomicrografia electronica de transmision. Pieza media (PM) o parte
principal. Membrana celular (MC) electrodensa, mitocondrias (M) y vaina fibrosa (Vf).
Técnica de contraste de uranilo y citrato de plomo. Aumento 7 000X.

Figura 11. (PF) o cola, se observa el axonema rodeado por fibras densas externas
electrodensas, un corte transversal de pieza media (PM) rodeada de mitocondrias (M).
Técnica de contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo. Aumento 12 000X.

S
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Figura 12. Espermatozoides de Crotalus spp tehidos con rodamina B y yoduro de
propidio microscopia confocal; se puede apreciar la heterogeneidad de las cabezas, lo
largo de la pieza media y la integridad del acrosoma, a pesar del hinchamiento del nticleo,
por lo que pudiera tratarse de descondensacion del ADN.

Autoflorescence Rhodamine B Propidium iodide

Figura 13. Microscopia de fluorescencia. El niicleo se aprecia en color azul (Hoechst) y
con verde se distingue el anticuerpo que se une a la acuaporina 1.
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1. Introduccion

a ultima pieza de la reproduccion sexual es la fusion entre los

gametos masculino y femenino para la generacion de un nuevo

individuo, lo que involucra procesos orquestados por el sistema
neuroendocrino y, en el caso particular del espermatozoide, la preparacion
para estar plenamente apto para la fertilizacion, que termina en el tracto
reproductor femenino (O’Donnell et al., 2006).

La produccion de gametos masculinos ocurre en el testiculo, a través
de un proceso conocido como espermatogénesis. Posteriormente ingresan al
epididimo para completar su maduraciéon, mediante cambios estructurales
y funcionales para que alcancen la capacitacion y la reacciéon acrosomal
(RA) en el tracto reproductor femenino y concluir con la fertilizacion
(O’Donnell et al., 2006; Cunningham y Klein, 2003).

Después de que los espermatozoides recorrieron el caput y el corpus
del epididimo, se almacenan en la cauda, antes de ser eyaculados.
Se ha reportado que el transito por el epididimo del cerdo es de
aproximadamente nueve dias (Shalender Bhasin, 2006; Franca y Cardoso,
1998). La eyaculacion es provocada por el sistema nervioso central,
promoviendo que las fibras musculares que rodean al epididimo expulsen
a los espermatozoides por el conducto deferente hacia la uretra, junto con
las secreciones de las glandulas sexuales accesorias, formando el semen

(Shalender Bhasin, 2006).
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Los espermatozoides tienen que pasar por la capacitacion y la RA
previo a poder fertilizar al 6vulo. En humanos, este proceso parece estar
regulado, en parte, por reacciones de 6xido-reduccion (De Lamirande y
Gagnon, 1998; De Lamirande y Gagnon, 2003) donde participan las
especies reactivas del oxigeno (ERO). Los espermatozoides, al igual que
otras células en condiciones aerobicas, son capaces de producir ERO, que
pueden ser nocivas para ellos mismos, provocando danhos en la membrana y
el ADN, ademas de afectar la movilidad y viabilidad espermatica (Gagnon
y De Lamirande, 2006; Medeiros, 2008). Sin embargo, existe evidencia que
indica que la generacion de las ERO (fig. 1) esta implicada en la adquisicion
dela capacidad fertilizante de los espermatozoides (De Lamirande y Gagnon,
1998; De Lamirande y Gagnon, 2003). Se ha reportado que la generacion de
cantidades controladas de ERO, tales como el anion superoxido (02-) y su
producto de dismutacion, el peroxido de hidréogeno (H,0,), participan en la
regulacion y funciones fisiologicas de los espermatozoides (De Lamirande y
Gagnon, 1998; De Lamirande y Gagnon, 2003).

Si bien en estudios iniciales no se establece claramente la relacion
directa entre las ERO y los espermatozoides (Aitken et al., 2016),
existen algunas evidencias de su asociacion; MacLeod (1943) reporto en
espermatozoides humanos pérdida de lamovilidad debido a concentraciones
de oxigeno altas, implicando directamente al H,O, en esta alteracion.
Por otra parte Tosic y Walton (1946), estudiando espermatozoides de
toro, encontraron que el H,O, alteré la funcién espermaética a nivel de
la respiracion celular; posteriormente, Evans (1947) y sus colaboradores
reportaron que la funcion principal del espermatozoide de erizo de mar
puede verse afectada por estrés oxidante. De igual forma, Aitken y su grupo
(1993) reportaron que la enzima catalasa —y no la superoxido dismutasa—
era capaz de inhibir el efecto deletéreo de las ERO, particularmente
del H,0,. Hoy en dia los estudios contintian demostrando que el estrés
oxidante puede afectar procesos fisiologicos en el espermatozoide, como

inhibir la capacitacion y la movilidad (Morielli y O’Flaherty, 2015).



Los dahos mencionados se presentaron en espermatozoides eyaculados,
no obstante, también existen estudios en donde se reporta dano producido por
ERO en la maduracion espermatica epididimaria. En 2017, Liu y O’Flaherty
encontraron en la cauda del epididimo de rata espermatozoides con una
movilidad baja y ADN oxidado cuando se present6 estrés oxidante generado
por un hidroperoxido (tert-BHP). En este sentido, también reportaron un
aumento en la expresion de otra enzima antioxidante, la peroxirredoxina
(PRDX) en la cauda del epididimo, lo que demuestra que el epididimo
defiende al espermatozoide frente al estrés oxidante (Liu y O’Flaherty, 2017).
Respecto de lo anterior, se ha descrito que los espermatozoides de humano,
al igual que los de cerdo, tienen la caracteristica de presentar niveles altos
de acidos grasos polinsaturados (PUFA), estas insaturaciones los hacen muy
vulnerables a los radicales libres, generando peroxidos lipidicos y aldehidos,
provocando como consecuencia directa la inhibicion de la movilidad
espermatica y comprometiendo de esta forma la capacidad fertilizante del
espermatozoide (Jones et al., 1979; Roca et al., 2005; Malo et al., 2010). Por otro
lado, las ERO participan en la fisiologia del espermatozoide, particularmente
durante la capacitacion espermatica, donde se han asociado con el incremento
de la fosforilacion de residuos de tirosina, estimulando directamente a las
enzimas tirosina cinasa (TK) y adenilato ciclasa soluble (ACs) e inhibiendo a

la fosfatasa de tirosina (TP) (Ford, 2004).

2. Capacitacion espermatica

La capacitacion espermatica es esencial para garantizar la fertilizacion del
ovocito, es un proceso sumamente complejo que ocurre durante el transito del
espermatozoide por el tracto reproductor femenino (fig. 2) (O’Flaherty, 2015;
Lopez Ubeda y Matas Parra, 2015). En este recorrido, el espermatozoide
sufre cambios bioquimicos, membranales, en el metabolismo energético, asi
como en actividad enzimatica (De Lamirande y Gagnon, 1998), cambios que

sblo ocurren cuando previamente se ha llevado a cabo satisfactoriamente la
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espermatogénesis (en el testiculo) y la maduracion esperméatica epididimaria
(Cervantes et al., 2008).

De las modificaciones que sufre la membrana plasmatica destaca
el reordenamiento de proteinas y lipidos, entre los que el flujo de salida de
colesterol es uno de los mas importantes, modulado por las secreciones del
tracto reproductor femenino, que tienen una concentracion de albtimina alta
que adsorbe el colesterol, lo que le da fluidez a la membrana, activando los
canales de bicarbonato y, posteriormente, de calcio (Vadnais y Althouse,
2011). El incremento en la concentracion de estos iones en el citoplasma del
espermatozoide estimula a la adenilato-ciclasa, que comienza a producir AMPc
a partir de ATP. Esta producciéon activa a proteinas cinasas dependientes
de AMPc (proteina cinasas A; PKA) (Cross, 2004), con lo cual la membrana
plasmatica y la membrana externa del acrosoma adquieren la capacidad de
fusionarse una con otra al ser modificada su fluidez y su permeabilidad (Gadella,
2008). El resultado final de esta remodelacion permite que el espermatozoide
sea capaz de unirse a la zona pelacida del 6vulo y que lleve a cabo la reaccion
acrosomal (Rosado, 1988; Gadella, 2008).

2.1 Hiperactivacion espermatica

Uno de los cambios fisiologicos del espermatozoide capacitado es
la hiperactivacion. Esto es, su movimiento flagelar cambia de una
movilidad progresiva a un mayor movimiento y flexion del flagelo,
gran amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, asi como una
trayectoria irregular y tortuosa (Gagnon y De Lamirande, 2006). El
motivo de la hiperactivacion es que el espermatozoide debe tener el vigor
suficiente para penetrar la capa de células de la granulosa y la zona
pelacida del ovocito, asi como poder desplazarse en el fluido del tracto
reproductor femenino, hasta que su membrana toque a la del 6vulo
(Tulsiani, 2006). Para esto, los espermatozoides mantienen gradientes

i6nicos precisos a través de su membrana plasmatica, mismos que son



regulados por ATPasas dependientes de Na*/K* y Ca*; asi, la alteracion
en la concentraciéon idnica activa enzimas del acrosoma y enzimas
relacionadas con los cambios en la movilidad (Gadella, 2008).

La induccion de la hiperactivacion requiere Ca?* intracelular e
incremento del AMPc y del pH intracelular. La hiperactivacion del
espermatozoide 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 (Inaba, 2003). La dineina es responsable de la conversion de energia
quimica a partir de la hidroélisis de ATP, generando la energia mecéanica
necesaria para la movilidad (Gagnon y De Lamirande, 2006). El Ca?* puede
provenir de varios lugares, como reservas intracelulares mediadas por los
receptores de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) o la mitocondria y de manera
extracelular por sistemas de transporte Na*/H*y Na*/Ca? (Gadella, 2008).
La remocion del colesterol de la membrana plasmatica del espermatozoide
también puede activar directamente canales idnicos, aumentado la
concentracion de Ca*? intracelular (Darszon et al., 2011).

De igual forma, se ha descrito la posible participacion de un
cotransportador de sodio y bicarbonato (NBC, por sus siglas en inglés,
Na*/Bicarbonate Cotransporter), probablemente activado por el Ca*?
extracelular, que favorece la entrada de Na*y HCO,, donde este ltimo
resulta fundamental parala activacion de la enzima ACs, que se encuentra
soluble en el citosol; de esta manera aumenta la produccion de AMPc
(Darszonetal., 2011). Asimismo, se ha reportado un canal intercambiador
sodio-proton (sNHE, por sus siglas en inglés, Na*/Hydrogen Exchanger)
que funciona intercambiando Na* y H*, y en conjunto con un canal
especifico de protones (H)) regulado por Zn*? elevan el pH intracelular
(de 6.0 a 7.5), relevante para que se puedan activar canales iénicos (Ca*?,
Cl' y K*) favoreciendo la hiperactivaciéon. Al mismo tiempo, el aumento
en los niveles de AMPc activa a la PKA, estimulando la TK (Proteina
Tirosina Cinasa), y éstas a su vez la fosforilacion de tirosinas, proceso

que se asocia con la capacitacion espermatica (Darszon et al., 2011).
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3. Glutation

Las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y
glutation peroxidasa (GPX) son las encargadas de proteger al espermatozoide
contra el estrés oxidante. Particularmente la GPX es responsable de
metabolizar el peroxido de hidrogeno (H,0,) producido de manera endogena,
usando como sustrato al glutation reducido (GSH), que es oxidado a
glutation disulfuro (GSSG) y puede volver a su estado reducido por accion de
la enzima glutation reductasa (GR) para que nuevamente tenga actividad
antioxidante, proceso conocido como ciclo redox del glutation (Martinez-
Samano, 2011).

Ahora bien, desde el punto de vista quimico, el GSH es un compuesto
de masa molecular baja, con un grupo sulthidrilo (-SH), conformado por
los aminoacidos acido glutamico, glicina y cisteina (Glu-Gly-Cys) (fig. 3),
también llamado L-y-glutamil-cisteinil-glicina; su formula molecular es
C,,H,;N,O,S y su peso molecular es 307.33 g/mol. El glutation oxidado es el
L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina disulfuro (GSSG) y su formula molecular es
C,H,,N,O,S, (Sarrasague et al., 2006).

La concentracion de glutation intracelular se encuentra en el intervalo
de 1 a 11 mM en células somaticas de mamiferos (Garcia-Giménez et
al., 2013; Lu, 2013); estudios mas especializados han reportado una
concentracion de GSH en espermatozoides de cerdo, de 3.84 + 0.21 nM/108,
y en espermatozoides de humano, 4.47 + 0.46 nM/108 (Gadea et al., 2004;
Gadeaet al., 2011). Del mismo modo, se ha informado que la concentracion
citosolica de GSH en células somaticas de mamiferos representa entre 70
y 85%, mientras que la concentracion nuclear y mitocondrial representan
entre el 15 y 30% restante, ademas se ha reportado un pequeno porcentaje
en reticulo endoplasmico (Garcia-Giménez et al., 2013; Lu, 2013). E1 GSH
también tiene funciones importantes en la destoxificaciéon de xenobioticos
y sirve para almacenar y transportar cisteina (Martinez-Samano, 2011).
Por otro lado, es esencial para la proliferacion celular y ostenta un papel

relevante en la inhibicién de la apoptosis, ya que su disminucion permite la



activacion de caspasas y la progresion de la apoptosis. Otra de sus funciones
es mantener el potencial de 6xido-reduccion de la célula, ya que conserva en
estado reducido los grupos tiol de las proteinas y asi permite la generacion
de varias cascadas de senalizacion intracelular; un ejemplo de esto es la de
las PKC y PKA (Martinez-Samano, 2011).

El GSH se sintetiza en el citoplasma de las células por la accion
consecutiva de dos enzimas: y-glutamil-cisteina (y-GluCys) y 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. Esta enzima es considerada como el paso
limitante en la sintesis de glutation; posteriormente la glicina, en una
reaccion catalizada por la glutation sintetasa, forma GSH. E1 ATP es donador
de energia para ambas reacciones. La concentracion intracelular de GSH es
regulada por la inhibicién de la GCL por el producto final, GSH. Asi, existe
un equilibrio celular entre la sintesis y el consumo (fig. 4) (Sarrasague et al.,

2006; Martinez-Samano, 2011; Lu, 2013).

3.1 Metabolismo del glutation
Durante la destoxificacion de las ERO, el GSH esta involucrado en dos
tipos de reacciones: la interaccion no enziméatica con radicales como el O,,
oxido nitrico y OHe; otra reaccion en la que participa es proporcionando
un electron para reducir peroxidos en la reaccion catalizada por la GPx
(Fernandez-Checa, 2008). El producto final de la oxidacion del GSH es
el GSSG, regenerado por la GR, que transfiere electrones del NADPH al
GSSG, reduciéndose a NADP*. Durante las reacciones catalizadas por la
GPx yla GR, el GSH no es degradado, sino reciclado, y asi puede reutilizarse
(Martinez-Samano, 2011; Ralf et al., 2000).

Por otro lado, durante la generacion de conjugados S-glutation por las
glutation S-transferasas (GST) o por la salida de GSH de las células, el

nivel interno de GSH disminuye, de ahi que tenga que ser reemplazado
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por sintesis de novo (Dringen et al., 2000). Entonces, el GSH extracelular
y los conjugados S-glutation 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 ende,
genera el dipéptido cisteinilglicina (o el conjugado S-cisteinilglicina) y el
y-glutamilo conjugado. El dipéptido cisteinilglicina puede ser hidrolizado
por ectopeptidasas de cisteina y glicina, aminoacidos que posteriormente
pueden ser transportados por la célula a través de transportadores
especificos y participar en la sintesis de novo de GSH (Ralf et al., 2000).

Ahora bien, cuando las células esperméaticas son liberadas del
testiculo, su niicleo estd sumamente empaquetado para realizar actividad
transcripcional; no obstante, presentan cambios durante su paso por el
epididimo (maduracién esperméatica epididimaria), por el tracto reproductor
femenino (capacitacion) y en el momento previo a la fertilizacion
(reaccion del acrosoma) (Halliwell, 2006). Es posible lograr estos cambios
por modificaciones en las proteinas existentes que, a su vez, podrian
ser moduladas por senales originadas desde los diferentes ambientes
espermaticos; de esta manera, la fisiologia de los espermatozoides dependera
de redes de senales intra y extracelulares complejas (Halliwell, 2006).

Una de las senales extracelulares que mas se conoce es la participacion
de citocinas, hormonas y neurotransmisores que se unen a receptores
especificos de la superficie celular, mismas que al juntarse con sus receptores
pueden generar varios tipos de sehales intracelulares, como cambios en la
concentracion de iones, activacion de proteinas G, como GMPc, y activacion
de cinasas PKA y PKC. Estas modificaciones, a su vez, provocaran la
liberacion de segundos mensajeros: AMPc, Ca?* y metabolitos de fosfolipidos
y la fosforilacion de proteinas, procesos que resultan esenciales para las
funciones celulares, en el caso del espermatozoide para adquirir su
capacidad fertilizante (Cisneros-Mejorado et al., 2014; Darszon et al., 2011).

Ya que las ERO intervienen en el desempeno espermatico durante

su transito desde el testiculo hasta el ovocito y son producidas por los



mismos espermatozoides, los antioxidantes —entre los que se encuentra
GSH/GPX- pueden retrasar o inhibir la oxidacion, por lo tanto, pudieran
funcionar como reguladores de la capacitacion (Rodwell, 2007).

Se ha observado que las ERO participan en la fosforilacion de
tirosinas, influyendo directamente en los niveles intracelulares del AMPc,
gracias a la estimulacion de la adenilato ciclasa (ACs) y por consecuencia,
la fosforilacion de proteinas (Rivlin et al., 2004). Ademas de que el HO,
puede aumentar la fosforilaciéon de tirosina a través de la inhibicion de la

actividad de la TP (Hecht y Zick, 1992).

4. Aplicaciones practicas del GSH
El GSH se ha usado cominmente para mejorar la calidad esperméatica
de varias especies, sobre todo en espermatozoides congelados, usando
concentraciones variables del mismo (Gadea et al., 2005). Sin embargo,
el impacto positivo de las ERO se ha determinado agregando moléculas
que contrarresten su produccion o su efecto, como algunos antioxidantes
(Gadea et al., 2005). Un ejemplo de lo anterior es lo reportado por Gadea
y colaboradores en 2005, quienes encontraron que el GSH puede propiciar
un resultado contraproducente en la capacitaciéon espermatica cuando se
agrega en una concentracion de 5mM sobre los espermatozoides de cerdo,
ya que disminuyen los espermatozoides viables capacitados respecto del
control, y a 1ImM; en contraste, se incrementan los espermatozoides que
penetran al ovocito, a ImM de GSH la movilidad es mejor que a 5 y 10mM
(Gadeacet al., 2005; Zhang et al., 2016). Por otro lado, en humanos y en cerdos
la concentracion basal de GSH disminuye en espermatozoides congelados
respecto de espermatozoides frescos (Gadea et al., 2004; Gadea et al., 2011).
Estudios recientes han demostrado que no sdlo el espermatozoide
de cerdo sufre daho al congelar-descongelarlo; Lucio et al. (2016)
reportaron en espermatozoides descongelados de perro, mediante el estudio

CASA (por sus siglas en inglés, Computer Assisted Sperm Analisis), una
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reduccion en la movilidad progresiva total y en la actividad mitocondrial de
espermatozoides tratados con 20 mM de GSH, comparandolos con el control
sin GSH (Lucio et al., 2016).

Acerca de lo anterior, es evidente que la concentracion de GSH resulta
fundamental para mantener un equilibrio redox en el espermatozoide, no
Unicamente en especies domésticas como el cerdo o el perro; en 2017, Angrimani
y colaboradores reportaron en espermatozoides de Leopardus tigrinus una
disminuciéon en la actividad mitocondrial dependiente de la concentracion
de GSH, fenomeno que pudiera ser resultado de la inhibicion de las ERO por
las altas concentraciones de este antioxidante, bloqueando asi la actividad
fisiologica que tienen las ERO en el espermatozoide (Angrimani et al., 2017).

Una muestra de la versatilidad del GSH es su uso en diferentes técnicas,
no Gnicamente para espermatozoides congelados-descongelados o evaluacion
de su actividad en procesos como capacitacion espermatica, lo que fue
demostrado por Zambrano et al. (2017), quienes dijeron haber utilizado GSH a
concentracion de 15 mmol/L en combinacion con medios de pretratamiento para
ICSI (por sus siglas en inglés, Intracytoplasmic Sperm Injection), encontrando
una mejora en la descondensacion de la cromatina del espermatozoide de toro,
en comparacion con tratamientos sin GSH (Zambrano et al., 2017).

El sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico del espermatozoide
es muy importante para su maduracion, primero en el testiculo, después en
el epididimo y por @ltimo en el tracto reproductor de la hembra; por lo tanto,
el GSH participa en la regulacion de estos procesos, aunque su mecanismo de

accion no ha sido completamente descrito.

5. Conclusiones

El proceso de capacitacion espermatica resulta fundamental para que
el espermatozoide cumpla con su funciéon principal: la de fertilizar al
ovulo; sin embargo, dicho proceso esta regulado por varios factores, entre

los que destacan la participacion de las ERO. La oxidaciéon que sufre el



espermatozoide debe estar controlada para que no sea contraproducente
en su fisiologia; tal regulacion esta dada, entre otras variables, por el GSH,
ya que en conjunto con el sistema antioxidante enzimatico proporciona

el ambiente redox adecuado para que el espermatozoide adquiera su

capacidad fertilizante.

Figura 1. Esquema del ciclo REDOX en la regulacion de las ERO (Aitken y Roman,

2008)
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Figura 2. A) Después de la eyaculacién, una poblacion heterogénea de
espermatozoides alcanza el tracto reproductivo femenino. B) Sélo unos cuantos
logran llegar al oviducto. C) Sélo el espermatozoide capacitado correctamente
puede fertilizar al ovocito. Espermatozoide muerto (gris), dahado (rojo), normal
(azul), hiperactivado (verde-azul) y capacitado (verde) (Lopez Ubeda y Matas
Parra, 2015).

Figura 3. Representacion del A) glutation reducido (GSH) y B) glutation disulfuro
(oxidado, GSSG) (Martinez-Samano, 2011).
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Figura 4. Esquema representativo de la sintesis de glutation ( modificado de Martinez-
Samano, 2011; Lu, 2013).
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1. Introduccion

I sistema endocrino es el encargado de regular el funcionamiento de

un organismo para que mantenga su homeostasis. En este sistema,

las hormonas son las responsables de transmitir la informacion entre
los 6rganos involucrados; ademas de ser esenciales en funciones como las
reproductoras, estan involucradas en el desarrollo normal de los organismos y
en el desempeno y diferenciacion cerebral.

Las hormonas van a coordinar el desarrollo de cada individuo a partir de
una sola célula fertilizada y ayudan a que ese organismo en desarrollo vaya
cubriendo las necesidades de cada uno de sus organos a través de las diversas
etapas de su existencia. Las hormonas son cruciales en la vida de un individuo,
por lo que una deficiencia o falla en el sistema endocrino puede conducir a un
estado de enfermedad o incluso a la muerte. Es por esto que cualquier sustancia
o compuesto que pueda modificar el funcionamiento endocrino pone en riesgo la
homeostasis y la sobrevivencia; de manera general, a este tipo de compuestos
los llamaremos perturbadores endocrinos (ED) (Craveadi et al., 2007).

Kavlocket al. (1996) definieron los perturbadores como sustancias extrahas
al organismo que producen efectos deletéreos sobre el mismo o su descendencia,
como consecuencia de una alteracion endocrina; es decir, un agente exdgeno
que interfiere en la produccion, liberacion, transporte, metabolismo, union a un
receptor o modifica la accion o eliminacion de ligandos naturales responsables

de mantener la homeostasis, la regulacion y desarrollo del organismo.



El ejemplo mas claro de un perturbador es el dietilestilbestrol
(DES), sustancia quimica que se comporta como hormona y afecta no
solamente la salud de la persona que lo consume, ya que también puede
llegar a generar un daho irreversible en sus descendientes, debido a
que la exposicion de la madre durante la gestacion a estos compuestos
puede acarrear efectos variados e inesperados en su estirpe varias
décadas después, uno de ellos puede ser presentar algan tipo de cancer o
infertilidad (Toppari et al., 1996).

Basandose en estudios epidemioldgicos y en animales de laboratorio, se
tiene la hipotesis de que los ED afectan la reproduccion, la funcion tiroidea
y la diferenciacion cerebral. Algunos de los dahos que se han relacionado
con los ED en ninas son cancer de mama, endometriosis y pubertad precoz
(Craveadi et al., 2007); en el varon se ve alterada la salud reproductiva,
presentan disminucion de la calidad espermatica, cancer testicular y

anomalias del tracto reproductor (Jégou et al., 1999).

2. Clasificacion de perturbadores
endocrinos
Podemos clasificar los ED en dos grandes grupos: 1. Xenoestrogenos,
que corresponden a compuestos quimicos elaborados por el hombre, y 2.
Compuestos de origen natural como los fitoestrogenos y los estrogénicos
localizados en hongos. Algunos ejemplos de estos compuestos son:
e Contaminantes farmacéuticos y de uso veterinario: ej. dietilestilbestrol,
promotores de crecimiento.
e Contaminantes de la industria quimica: ej. bisfenol A, ftalatos, metales
pesados.
e  Productos fitosanitarios: ej. herbicidas, fungicidas, insecticidas,
etcétera.
e Sustancias naturales, fitoestrogenos: genisteina, daidzeina,

coumestrol, zeralonona, etcétera (Cravedi et al., 2006).
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3. Fitoestrogenos

Los fitoestrogenos son compuestos quimicos que se encuentran de manera
natural en las plantas, en las que actian como fungicidas (Sukumuran y
Gnanamanickam, 1980) y que regulan diversas funciones requeridas para
el mantenimiento fisiologico de las mismas (Feet y Osman, 1982). Algunos
factores que pueden generar “estrés” en las plantas, como la radiacion
ultravioleta, el corte o la deficiencia de nutrientes, estimulan los niveles de
fitoestrogenos en ellas (Hanson et al., 1965; Rossiter y Bech, 1966; Rossiter
y Bech 1966a; Medina et al., 1982; Medina et al., 1982a). Al ser ingeridos,
estos compuestos interacttian con los receptores a estrogenos induciendo un
efecto estrogénico/antiestrogénico (Livingston et al., 1961; Loper y Hanson
1964; LeBars et al., 1990).

Las primeras evidencias de que los fitoestrogenos pueden alterar la
reproduccion en mamiferos data de 1946 en Australia, borregos alimentados
con trébol rojo presentaron diversas perturbaciones reproductivas,
infertilidad y galactorrea en machos; todas estos trastornos manifestaban
un efecto estrogénico y se le conocio como “enfermedad del trébol” (Bennets
et al., 1940). Posteriormente se reportaron afectaciones similares en bovinos
estabulados que también fueron alimentados con trébol rojo (Kalla et al.,
1984), por lo que se considerd a estos compuestos como inductores de
infertilidad en ambas especies (Hughes, 1988).

Romero et al. (1997) describieron un sindrome estrogénico en vacas
lecheras, las cuales podian presentar celos repetidos, abortos, quistes
ovaricos, falsos estros, Gtero turgente en animales con 40-60 dias de prehez,
afecciones que se presentaron como consecuencia del consumo de alfalfa
con grandes cantidades de coumestrol, inducidas por la contaminacion de
la alfalfa con el hongo Pseudopesisa medicaginis, que incrementa hasta 75
veces los niveles basales de coumestrol.

En otras especies como los Cheetas, la disminucioén de la fertilidad se
ha relacionado con ingerir una dieta a base de soya (Setchell et al., 1987)

o, por ejemplo, en mujeres debido a dietas ricas en soya (Amsterdam et al.,



2005; Chandrareddy et al., 2008). Roedores cuya alimentacion contenia
fitoestrogenos presentaron alteraciones en la actividad uterotropica y
reduccion de la fertilidad (Thigpen et al., 1999).

En los paises orientales se consume una serie de alimentos derivados
de la soya que, en promedio, equivalen a 1.5 mg/kg/dia de isoflavonas, en
comparacion con las poblaciones occidentales que consumen 0.2 mg/kg/dia
(Coward et al., 1993). En las sociedades orientales se registra una menor
incidencia de algunos tipos de cancer (mama, prostata, rectoy estomago) y las
mujeres pre y postmenopéausicas presentan pocas alteraciones relacionadas
con los cambios hormonales (por ej. bochornos, osteoporosis, angina de
pecho). Diversos estudios han relacionado el consumo de isoflavonas con
una serie de efectos benéficos en la salud, al actuar como anticancerigenos
o antioxidantes, aportando grandes beneficios como agonistas de estrogenos
en el sistema cardiovascular y 6seo (Song et al., 2007). En paralelo, se sugiere
un namero de efectos negativos en el desarrollo embrionario e interfiere en
la diferenciacién sexual normal (Bar-El y Reifen, 2010; Wuttke et al., 2007).

Otros fitoestrogenos, como el coumestrol, son consumidos principalmente
en la leche, en complementos alimenticios a base de alfalfa, brotes de frijol,
germinado de alfalfa y leguminosas. En el caso de los recién nacidos, se
considera que la principal ingesta de coumestrol ocurre via la leche materna

durante el periodo de lactancia (Moon et al., 2009).

4.Estructura, clasificacion ymecanismos
de accion de los fitoestrogenos

Los fitoestrogenos son compuestos no esteroideos con una estructura similar
al estradiol, capaces de mimetizar o modular la accion de los estrogenos
endogenos al unirse al receptor de estrogeno; presentan una actividad
estrogénica in vitro que llega a ser superior a algunas moléculas sintéticas
(Kuiper et al., 1998). Estos compuestos se encuentran en las plantas y son

sintetizados a partir de fenoles simples o fenilpropanoides (Rolfe, 1998).
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En la actualidad se han encontrado méas de 200 sustancias de
origen vegetal que presentan actividad estrogénica. La mayoria de los
fitoestrogenos pertenecen al grupo de los flavonoides, los cuales se dividen
en cinco subgrupos (Moutsatsou, 2007) (fig. 1):

e Isoflavonas, presentes en leguminosas: ej. granos de soya, lentejas,
chicharo. Los principales compuestos son genisteina, daizeina,
biochanina A y formononetina.

e Lignanos, se encuentran en diversos cereales: semilla de lino, salvado,
centeno, trigo sarraceno, mijo, soja, avena y cebada, asi como en las
frutas, algunas verduras y bayas. Los principales compuestos son el
enterodiol y la enterolactona.

e (Coumestanos, localizados sobre todo en la alfalfa. El principal
compuesto es el coumestrol.

e Flavonas, se encuentran en el apio, tomillo, diente de leon, flor de
trébol, manzanilla, pimiento verde. El principal compuesto es el
luteolin.

e Estilbenos, se encuentran en las uvas, arandanos, frambuesas y

moras. El principal compuesto es el resveratrol.

Tanto los estrogenos como los fitoestrogenos poseen un anillo fendlico y
la distancia entre ambos hidroxilos en los dos grupos es similar (Bojase
et al., 2001; Shirataki et al., 1999) (fig. 2). A pesar de esta similitud, los
fitoestrogenos tienen la capacidad de actuar como agonistas y antagonistas,
estos compuestos se unen clasicamente a los receptores de estrogenos y
producen una respuesta tipica estrogénica cuando son administrados o
consumidos en animales o humanos (Shutt y Cox, 1972). Los fitoestrogenos
son mas estables que los estrogenos naturales, tienen una vida mayor
debido a que no son tan rapidamente metabolizados como las hormonas
endogenas (Moutsatsou, 2007).

El potencial efecto antagonista de los fitoestrogenos puede explicarse en

parte por la identificacion de dos tipos de receptores: a y . Estos compuestos



tienen mayor afinidad por los segundos, los cuales se expresan en diferentes
tejidos en los que generan efectos especificos (Cassidy y Faughnan, 2000)
(tabla 1). A nivel celular, el resultado que induzcan depende de diversos
factores, como la concentracion del compuesto, el estatus de los receptores,
la presencia o ausencia de estrogenos endogenos, asi como el 6rgano blanco.

Otros mecanismos de accion propuestos para los fitoestrogenos se
relacionan con un efecto antiangiogénico, antioxidante y antiproliferativo
(Setchell y Cassidy, 1999). Los efectos intracelulares de los fitoestrogenos
no se limitan a los gendmicos clasicos en los receptores de estrogenos o y
B, también pueden inhibir enzimas involucradas en la esteroidogénesis (33
y 17 B hidroxiestreroide deshidrogenasia, aromatasa), inhibir la tirosina
cinasa, modificar respuestas biologicas al actuar en el citocromo P450,
regulando la expresion de algunos genes o de factores de crecimiento y
estimular sintesis de proteinas que une hormonas sexuales (Brown y
Setchell, 2001; Duza et al., 2006; Beck et al., 2005; Magee y Rowlan, 2004;
Whitten y Patisaul, 2001).

Especificamente, la sintesis de proteinas que une hormonas sexuales
sucede a nivel hepatico, los fitoestrogenos —al igual que los estrogenos— son
capaces de inducir la sintesis de la globulina fijadora de hormonas sexuales
(SHBG). Sin embargo, los fitoestrogenos tienen una baja afinidad de union
a la SHBG comparados con el estradiol, provocan un efecto antiestrogénico
al disminuir los niveles de hormona endogena libre (Nagel et al., 1998).

La potencia relativa de los fitoestrogenos depende de:

e Tratamiento agudo o cronico

e Etapa: prenatal, neonatal, juvenil, adulto

¢ Dosis

e Ruta de administracién: oral, subcutanea, dieta

e Factores animales: especie, edad, sexo

e Respuesta monitoreada: ej. peso uterino, edad de apertura vaginal,

peso corporal, fertilidad, etcétera.
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5. Metabolismo de los fitoestrogenos

La mayoria de los fitoestrogenos son consumidos como precursores
glicosilados, por lo que requieren ser metabolizados a compuestos activos por
medio de la escision de glucosa (Setchell, 2000) (fig. 3). Una vez ingeridos,
son metabolizados en el intestino gracias a la flora ahi presente y en algunos
casos se llegan a producir compuestos con mayor actividad biolégica, como
la transformacion de daidzeina a equol.

Durante un tiempo se llegdo a considerar que los fitoestrogenos no
implicaban ningtin riesgo en neonatos, al verse limitado el metabolismo de
estos compuestos, ya que no se podria llevar a cabo la escision de la glucosa,
no obstante, se encontré un proceso alterno que se realiza en el yeyuno y
que convierte los flavonoides glicosilados a compuestos activos por medio de

uridina 5 difosfato glucuronil transferasa (Spencer et al., 1999).

6. Efecto de los fitoestrogenos
en las etapas embrionaria y neonatal
En los ultimos 50 anos se ha reportado una elevada incidencia de
alteraciones reproductivas en hombres, tales como fallas en el descenso
testicular (criptorquidia), hipospadias, aumento de la incidencia de cancer
en testiculos y baja calidad del semen, a este conjunto de alteraciones se
le conoce como “Sindrome de disgenesia testicular” (Skakkepack et al.,
2001). Este incremento de perturbaciones reproductivas observadas tanto
en humanos como en animales sugiere la exposicion a factores ambientales
y a un estilo de vida que favorece el contacto con perturbadores endocrinos,
entre los cuales se les ha dado menor atencion a los de origen natural,
llamados fitoestrogenos, cuya presencia se considera que es cada vez mayor
(Cederrot et al., 2009).

Los organos y sistemas de cualquier individuo son mas sensibles
en las etapas de desarrollo que en la vida adulta. La morfogénesis

y diferenciacion extensa de tejidos y o6rganos importantes para la



reproduccion ocurren en periodos pre y postnatales, muchos de estos eventos
dependen de la senalizacion de las hormonas esteroides (Young et al., 1964;
Ma, 2009; Sakuma, 2009).

Los perturbadores endocrinos, incluyendo los fitoestrogenos, pueden
tener un impacto significativo en el desarrollo y alterar posteriormente la
reproduccion, efectos que se llegan a manifestar a largo plazo, es decir, hasta
la etapa adulta (Jefferson et al., 2012). En humanos se han encontrado valores
de fitoestrogenos en el liquido amnio6tico en el segundo trimestre de gestacion
similares a los reportados en adultos; es importante recordar que la afinidad de
los fitoestrogenos a la SHBG es despreciable, por lo que la exposicion del feto se
correlaciona con los niveles maternos de estos compuestos (Milligan et al., 1998).

La exposicion en la etapa neonatal a este tipo de compuestos sucede
por medio de la lactancia; los niveles de fitoestrogenos van a depender de
la dieta, ya que se reportan variaciones de 14.3 nM/L hasta 378nM/L.
Durante la lactancia, los bebés intolerantes a la lactosa que son alimentados
con suplementos de leche de soya pueden alcanzar niveles circulantes de
isoflavonas en un rango de 552 pg/L a 1775 pg/L (Setchell et al., 1997); en esta
etapa los valores endogenos de estradiol son de 40-80 pg/mL, por lo que los
niveles de isoflavonas son de 13,000 a 22,000 veces mas altas que los niveles
endogenos de estradiol (Zung et al., 2001).

Los estudios realizados en humanos relativos a la exposiciéon neonatal
por consumo de leche de soya son controversiales, ya que algunos sugieren
que no hay ninguna relacion entre los fitoestrogenos ingeridos y las
alteraciones reproductivas observadas en la pubertad y la etapa adulta
(Brian et al., 2001). Sin embargo, otros estudios reportan, en el caso de
nihas, la prevalencia de inflamacion de mama durante los dos primeros anos
de vida (Zung et al., 2008), estrogenizacion del epitelio vaginal (Bernbralum
et al., 2008) e incremento en el riesgo de presentar tumores uterinos
(D’Alosio et al., 2001) y en el hombre, la presencia de hipospadias (North
and Golding, 2008), asi como infertilidad, padecimientos relacionados con

los efectos estrogénicos de estos compuestos.
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Dada la dificultad que se presenta para realizar analisis en humanos
o en algunas especies animales, se ha utilizado a los roedores como modelos
para investigar el efecto de estos compuestos. De manera muy general se ha
reportado que la administracion prenatal de genisteina en ratas reduce el
peso al nacimiento, asi como la distancia anogenital; en cuanto al cerebro,
eleva el volumen de los nticleos sexualmente dimorficos en el area preoptica
hipotalamica y especificamente en hembras provoca un adelanto de la
pubertad, asi como alteraciones de los ciclos vaginales (Levy et al., 1995;
Lewis et al., 2003); en machos también modifica la distancia anogenital y
provoca una reduccion del tamano testicular, en la etapa adulta pueden
presentar bajos niveles de testosterona y escasa conducta copulatoria
(Wisniewski et al., 2003).

Nosotros hemos observado que una dosis Ginica de coumestrol en el
dia 10 de gestacion en dosis equimolares a 2 y 4 ug de estradiol y analizado
en el dia 18, produce en el ovario un retraso en el desarrollo, al advertirse
escasos foliculos. En el caso de los machos, los cordones germinales se
observan menos definidos y con un aspecto fibrilar, una disminucién en las
células de Sertoli y germinales. Nuestros resultados sugieren consecuencias
opuestas, ya que se registra un efecto estrogénico del coumestrol en machos
y antiestrogénico en hembras (Montes de Oca, 1996; Bedolla, 1996).

La etapa perinatal es muy importante, toda vez que las diferencias
en la actividad reproductiva entre machos y hembras se llevan a cabo
durante este periodo, por la aromatizacion de androgenos (Arai, 20001).
El tratamiento con isoflavonas en esta fase puede causar masculinizacion
de los nuicleos sexualmente dimorficos en el area predptica y a su vez
suprimir la respuesta de la hormona luteinizante (LH) en la hipofisis a
la estimulacion de GnRH (Faber y Hughes, 1991; Faber y Hughes, 1993).

Se ha demostrado que la genisteina consumida por la madre durante
la gestacion no soélo atraviesa la placenta, sino también la barrera
hematoencefalica del cerebro fetal (Doerge et al., 2001), en el area

preopticase encuentran los Erf,involucrados enlaregulacion de neuronas



sexualmente dimorficas que responden a estradiol (Tempte et al., 2001).
Consecuentemente, la genisteina puede inducir la diferenciacion de un
cerebro masculino en la hembra, o hembras expuestas neonatalmente a
coumestrol pueden presentar ciclos anovulatorios en la etapa puberal y
adulta (Whiten et al., 1993).

La administracion de fitoestrogenos en hembras neonatas causa
alteraciones morfofisiologicas en el tracto reproductivo, las cuales se hacen
visibles a los 40 dias de edad y son irreversibles, entre éstas se observa
cornificacion vaginal persistente (Burroughs, 1995), ovarios con cuerpos
hemorragicos y escasos foliculos ovulatorios (Burroughs et al., 1990),
metaplasia escamosa uterina (Forsberg y Kalland, 1981), apertura
vaginal temprana (Burroughs, 1995), incremento del peso uterino
(Medlock et al., 1995), bajo peso corporal e irregularidad en los ciclos
vaginales (Whitten y Naftolin, 1992).

La presencia de ciclos anovulatorios es frecuente debidos tanto
a alteraciones ovaricas, como por cambios en la respuesta hipofisiaria a
GnRH para la liberacion de LH, lo cual sugiere una perturbaciéon general
del eje hipotalamo hipofisiario que genera irregularidades en la funcion
ovarica (Jefferson y Williams, 2011), presentando un patron similar al
“sindrome de retraso ovulatorio” (Whitten et al., 1993).

Nosotros hemos observado que la administracion neonatal de
coumestrol durante los primeros cinco dias, en dosis de 150 pg, induce
estro persistente; las hembras presentan un coeficiente de lordosis de
100%, asi como quistes ovaricos (Tarrago et al., articulo en proceso).

Los efectos descritos por la administracion neonatal en machos son
contradictorios y dependen tanto de la dosis como del tiempo de exposicion
y del fitoestrogeno suministrado. El coumestrol en los primeros cinco
dias postnatales no modifica los parametros fisiol6gicos ni espermaticos
en el animal adulto (Awoniyi et al., 1997). Sin embargo, la genisteina
durante ese mismo periodo retrasa el proceso de espermatogénesis y

promueve un decremento de los niveles de FSH (Atanassova et al., 2000);
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cuando la administracion se realiza pre y postnatal si reduce los niveles
de testosterona (Klein et al., 2002).

En un estudio llevado a cabo en nuestro laboratorio, en el que
administramos genisteina a ratas Wistar en dosis equivalente a la
consumida por bebés en las primeras semanas de nacidos, de los dias 1-5
postnatal, en el sexto pudimos percibir modificaciones de tipo estrogénico
en los cordones seminiferos. Advertimos un incremento del area del
conducto seminifero, disminuciéon del ntmero de células de Sertoli
y aumento en el namero de células intersticiales (Tarragd et al., en
proceso). En la etapa adulta, al valorar la conducta sexual, encontramos
un efecto antiestrogénico, ya que el tratamiento indujo un resultado
facilitatorio de la conducta al elevar el niimero de eyaculaciones (Otal et
al., 2016). A pesar de lo anterior, la cantidad de hembras gestantes asi

como el de crias disminuye, lo cual coincide con un efecto estrogénico.

7. Efecto de los fitoestrogenos en adultos
Hemos mencionado que los efectos de la administraciéon o consumo de
fitoestrogenos durante las etapas perinatales se pueden manifestar
hasta la fase adulta, lo que dificulta determinar en qué etapa se inducen
algunas alteraciones; un ejemplo de esta problematica se relaciona con
la disminucion en el niimero de espermatozoides que se ha observado
en diversas poblaciones. Un estudio reciente realizado en Asia
(Iwamoto et al., 2009), donde el consumo de fitoestrogenos es alto en
comparacion con otras partes del mundo, arroj6o que el nimero promedio
de espermatozoides por eyaculado es similar al nivel mas bajo reportado
en algunos paises europeos; sin embargo, no se puede determinar si esto
obedece a la dieta, al estilo de vida, a factores genéticos o a una relaciéon
de éstos (Giwercman, 2011).

No obstante, dado que la accion de los fitoestrogenos no se limita a

la interaccion con los receptores a estrogenos, se ha sugerido que también



puede interferir en el funcionamiento de los receptores a androgenos y a su
vez afectar los tltimos pasos de la espermatogénesis (Chavarro et al., 2009).
La exposicion a altos niveles de fitoestrogenos durante un intervalo largo
en la vida adulta o durante etapas criticas del desarrollo podria dahar la
fecundidad al entorpecer el proceso de espermatogénesis.

La mayoria de los estudios se ha realizado en etapas embrionarias y
neonatales, siendo menos aquellos efectuados en etapa adulta. En un trabajo
hecho con ratas macho Wistar, a las cuales se les administré durante tres
dias diferentes dosis de coumestrol, se encontro que el tratamiento ocasion6
una reduccioén de los niveles hormonales de testosterona sin modificar los de
gonadotropinas, sugiriendo un efecto directo en la biosintesis de esteroides
probablemente inhibiendo la enzima 17  hidroxiesteroide deshidrogenasa.
A nivel testicular se observan alteraciones en los tubulos seminiferos,
principalmente en las etapas VII y VIII del ciclo del epitelio seminifero (fig.
4). Los resultados de este trabajo no siguen un comportamiento monotonico,
debido a que el tipo de respuesta que presentan es no monotonico u hormético
(Tarrago et al., 2006).

En el caso de las hembras son escasos los estudios que se tienen en
esta etapa. En humanos, un caso Ginico se reporto relacionado con un alto
consumo de fitoestrogenos (4 onzas de soya por dia), lo que provocd un
sindrome persistente de excitacion sexual caracterizado por dismenorrea y
menometrorragia, asi como por una elevada tensién pélvica. El efecto de los
fitoestrogenos fue reversible y no se presentaron sintomas después de tres

meses de cambiar la dieta (Amsterdam et al., 2005).

8. Conclusiones
e Los fitoestrogenos son compuestos no esteroideos que pueden inducir
efectos como agonistas o antagonistas del estradiol.
e Las respuestas que provocan son de tipo no monotoénicas, por lo que

el efecto mayor se puede tener tanto en dosis alta como bajas.
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e La ventana de riesgo a la exposicion de estos compuestos son las
etapas embrionaria y neonatal, en ocasiones el daho se detecta varias
décadas después.

e La unidon a los receptores de estradiol no es el tinico mecanismo de
accion que tienen los fitoestrogenos.

e El efecto de estos compuestos depende de factores tales como
compuesto, dosis, via y tiempo de administracion, etapa en la que se

administra y respuesta u 6rgano analizado.

Tabla 1. Distribucion de receptores (ER) o y B en tejidos de humanos (Cassidy y
Faughnan, 2000).
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Figura 1. Representacion de los cinco grupos de flavonoides comparados con el 17
estradiol.
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Figura 2. Comparacion entre una isoflavona y el 17 estradiol, ambos poseen un anillo
fenolico y la distancia entre los dos hidroxilos es similar.
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Figura 3. Formacion de isoflavonas activas a partir de compuestos glicosilados en los
cuales se lleva a cabo la escision de la glucosa.
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Figura 4. Fotomicrografia de corte transversal de testiculo de rata, en la que
se observan tubulos seminiferos. A y C, tratamiento control con aceite; B y D
muestran imagenes de testiculo derecho, tratamiento con coumestrol, el cual induce
una disminucion de la diversidad celular, asi como inhibicion de algunas fases del
epitelio seminifero. Ademas, se observa un claro incremento del espacio intracelular
(modificado de Tarrago et al., 2006).
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1. Introduccion

n México, la obesidad es una condicion metabolica compleja y

perjudicial para nihos y adultos que induce una variedad de

patologias, entre las que se encuentra la infertilidad masculina
(Palou y Bonet, 2013). Los efectos adversos de la obesidad también se
presentan en las mujeres, los cuales han sido explicados claramente, a
diferencia del macho, en quienes son poco claros debido a los resultados
contradictorios que varios autores han reportado (Hall et al., 2010). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) proporciona estadisticas y
predijo que aproximadamente 2.3 billones de adultos estarian dentro de la
clasificacion de sobrepeso y 700 millones en la de obesidad durante 2015.
Una de las causas de la obesidad se relaciona con el estilo de vida, como
el sedentarismo, que se convierte en un importante factor de riesgo para

presentar desordenes reproductivos.

2. Etiologia de la obesidad

La definicion mas clara y mas empleada para hablar de la obesidad es que
se trata de presencia de exceso de grasa en el tejido adiposo, causado por
el desequilibrio entre las calorias ingeridas y las gastadas por el individuo
(Cachofeiroet al., 2006), al igual que un estado de inflamacion cronica de bajo
grado (Blancas et al., 2010). Sin embargo, se sabe que sus causas pueden

derivar de la relacion de multiples factores endogenos y exdgenos, como el
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genotipo o estilo de vida, que hasta la actualidad son escasamente conocidos
y comprendidos, y que de no continuarse su estudio podrian perpetuar el

fenotipo de esta condicion.

2.1 Procesos metabdlicos involucrados en la obesidad
Las reservas energéticas siempre han sido necesarias para el organismo;
sin embargo, éstas son bien aprovechadas cuando interacttian diferentes
procesos interconectados, como el control de la energia consumida, la
distribucion de nutrientes entre los tejidos, los procesos anabélicos y
catabolicos, la adipogénesis y la termogénesis.

En humanos, la obesidad puede caracterizarse por el aumento en el
namero de adipocitos (hiperplasia), o por el incremento de tamano de dichas
células (hipertrofia). Por supuesto, esto trae consigo otras complicaciones
metabolicas, como en la funcion adipogénica (Couillard et al., 2000), ya que
el tejido adiposo en tanto 6rgano endocrino puede secretar algunos péptidos
llamados adipocinas. La obesidad estd particularmente vinculada con la
presencia de marcadores moleculares, como la proteina reactiva C (CRP),
la interleucina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral (TNF-a), asociados
a una inflamacién cronica de bajo grado y resistencia a la insulina que
caracteriza a los individuos con obesidad. No obstante, se ha reportado que
sb6lo TNF-o causa resistencia a la insulina en el caso de los roedores, pero
no en humanos (Hotamisligil et al., 1993). Los bajos niveles de adiponectina

también es indicador de un metabolismo deteriorado (Fruhbeck, 2004).

2.2 Genética y obesidad

La obesidad se encuentra genéticamente regulada. Asi, se sabe que existe
una variedad de genes para heredarla, los cuales tienen alta probabilidad de
resultar en el fenotipo de obesidad (Herreraet al., 2011). Estos genes han sido

propuestos con base en ciertos criterios, tanto biologicos como farmacologicos,



utilizando modelos murinos de obesidad, knockout y transgénicos (Sandholt et
al., 2012). A partir de estos estudios se han sugerido al menos 127 genes de
obesidad relacionados con el control del balance energético, la adipogénesis,
la termogénesis adaptativa y la sehalizacion de la insulina. Incluso, algunos
estudios han identificado hasta 40 lugares en el gen vinculados con la obesidad
en humanos, entre la grasa corporal y el gen asociado a la obesidad (OTF), por
ser el que mas se replica, de acuerdo con analisis estadisticos (Rankinen et al.,
2006). Sin embargo, a pesar de los avances en la genética de la obesidad y los
lugares en el gen identificados, solo son 2-4% del total de las diferentes formas
de obesidad que pueden heredarse (~40-70%). Por lo tanto, la expresion final de
genotipos para determinar el fenotipo obeso se relaciona con factores externos,

como el ambiente (Sandholt et al., 2012).

2.3 Alimentacion y estilo de vida

Otra de las causas de la obesidad, y quizas la méas importante, es la
accesibilidad y palatabilidad a las comidas abundantes y con alto contenido
de grasa y/o carbohidratos. Los estilos de vida actuales en Meéxico, en
diversas ocasiones, impiden una adecuada alimentacién; por ejemplo: el
trabajo de oficina, el doméstico u horarios demandantes que implican poco
ejercicio fisico e impiden cualquier actividad que requiera un alto gasto de
energia (Palou y Bonet, 2013).

Hay factores ambientales y psicologicos que pueden influir en un
fenotipo de obesidad. El cerebro desempena un importante papel en la
alimentacion: regula el consumo y el balance energético, que consiste en
controlar la cantidad y calidad de las calorias ingeridas, mediante las vias
de senalizacion de saciedad, conectadas con la cantidad de alimento y de los
depositos de energia, a través de las sehales de adiposidad, como la insulina
y la leptina (Wood et al., 2009).

Incluso, independientemente de la disponibilidad del alimento, el factor

social también es importante, la memoria de experiencias pasadas, elementos
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hedonicos, entre otros, que son controlados por el cerebro (Petrovich et al.,
2012). Es por eso que uno de los propositos fundamentales en el estudio de
la obesidad ha sido descifrar los mecanismos cerebrales dependientes del
factor ambiental que motivan a comer, es decir, no fisioldgicos, pero que a
su vez estan ligados a la regulacion de la ingesta de alimento.

Escasos estudios reportan la relacion de la obesidad de los sujetos
que la presentan con alteraciones en los mecanismos neuroldgicos y de
comportamiento, por ejemplo, la recompensa de comida en alguna situacion
es similar a lo que ocurre con los farmacos y la adiccion (Palou y Bonet,
2013). Al favorecer respuestas neurofisioldogicas por estos mecanismos se
obtiene un sobreconsumo de alimento (en donde ademas también influyen

factores como la publicidad) (Priego et al., 2010).

3. Mecanismos propuestos en la obesidad
e infertilidad masculina

3.1 Efecto negativo sobre los testiculos
En los testiculos es donde se lleva a cabo la espermatogénesis, es decir, la
formacion de gametos masculinos denominados espermatozoides. Esta ha
sido definida como un proceso complejo, largo y muy ordenado de division
y diferenciacion celular, que se encuentra bajo la regulacion de sehales
endocrinas en las que participan la hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH), la hormona luteinizante (LH), inhibina y la hormona foliculo
estimulante (FSH), asi como a través de sehales paracrinas derivadas de
la interrelacion entre distintos tipos de células de los ttbulos seminiferos
(células de Sertoli) y del intersticio (células de Leydig) y de sehales autocrinas
(Hurtado y Gonzalez, 2011). En todo este proceso la testosterona (T) ostenta
un papel fundamental.

La T es la hormona de origen esteroideo méas importante en

los machos y tiene una funcion critica en el desarrollo testicular, la



espermatogénesis y el desempeno normal de la masculinizacion (Zhao et
al., 2014). Al interior de los tiibulos seminiferos esta hormona alcanza
concentraciones cien veces mayor a la circulante en la sangre (Ruwanpura
et al., 2010) y es secretada por las células de Leydig bajo la estimulacion
de la LH (McLachlan et al., 2002). Se sabe que el hipogonadismo primario
o secundario es causado por la baja produccion de T y la obesidad es una
causa directa de la modificaciéon en las concentraciones hormonales (De
Maddalena et al., 2012), ya que se ha reportado que esta asociada con
niveles bajos de T en plasma (Tsai et al., 2004).

Con la finalidad de confirmar la relacion entre obesidad y fertilidad
masculina se han examinado parametros seminales: movilidad, concentracion,
viabilidad y morfologia espermatica, a partir de lo cual se ha reportado
que niveles bajos de T en plasma tienen que ver con la disminucion de la
movilidad espermatica (Saboor Aftab et al., 2013), daho a las células de
Leydig con incremento de apoptosis (Vigueras et al., 2011) y reduccion del
peso de las gonadas (testiculo-epididimo) en ratones obesos alimentados con
una dieta alta en grasas (Hurtado, 2011).

Otros estudios sugieren que existe una correlacion negativa
significativa entre el indice de masa corporal (IMC) y parametros
seminales como el conteo espermatico. Se ha reportado en individuos
con IMC en el rango normal (IMC 20-25 kg/m?) presentan un conteo
espermatico de 102.5 x 105, mientras que aquellos con obesidad (IMC > 30
kg/m?) lo presentan de 66 x 105 también se ha advertido una reducciéon en
el porcentaje de movilidad espermatica, identificando en sujetos con IMC
en rango normal un porcentaje de 40.9 + 1.01% y en individuos obesos 38.1
+ 2.06% (Chavarro et al., 2010), mientras que respecto de la morfologia
se reporta un conteo de espermatozoides normales de 6.48 x 106 en
individuos con IMC normal y un valor de 3.30 x 10° en los obesos (Martini
et al., 2010). Estos cambios pueden estar directamente relacionados con la
alteracion de la espermatogénesis, debido precisamente a la modificacion

de los niveles de hormonas sexuales en individuos obesos, ya que existe
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una reduccion en los niveles de T en comparacion con los que presentan
IMC normal (16.5 + 0.26 nmol ¢ L' a 15.7 + 0.44 nmol ¢ L), asi como
también una disminucién en los niveles plasmaticos de LH en obesos (de
4.7 +0.24 mU e mL"! en sujetos con IMC normal, a 4.4 + 0.33 mU e mL' en
aquellos con obesidad) (Paasch et al., 2010).

También se ha encontrado un alto porcentaje de alteraciéon seminal
en la que se registra un elevado ntmero de espermatozoides con formas
anormales en ratones obesos (Adham et al., 2001), afirmando una vez
mas que la obesidad puede alterar la espermatogénesis (Fan et al., 2015),
ya que mas alla de la perturbacion hormonal, también hay un deterioro
de la barrera hematotesticular (BHT), la cual consiste en componentes
anatomicos/fisicos, fisiologicos e inmunolégicos que son necesarios en el
funcionamiento de dicha estructura en el testiculo. La principal funcion de
esta barrera es crear el microambiente para la correcta espermatogénesis
y el desarrollo de las células germinales (mitosis, meiosis y diferenciacion)
(Mital et al., 2011).

Se ha observado a un nivel ultraestructural que la obesidad, en lo que
respecta a las uniones estrechas entre células de Sertoli (que forman la BHT),
favorece que se presente una discontinuidad entre ellas, lo que indica que la
integridad de la BHT se encuentra severamente comprometida (Fan et al.,
2015). El analisis de la morfologia testicular ha demostrado que el epitelio de
los tubulos seminiferos en ratones obesos esta seriamente desorganizado y
atrofico, asi como también se ha observado una disrupcion de las adhesiones
entre células de Sertoli y células espermatogénicas (Fan et al., 2015). Esto,
debido posiblemente a la disminuciéon de los niveles de testosterona en
plasma, afectando de negativamente el mantenimiento de la BHT, asi como
su funcion y participacion en la espermatogénesis (Mital et al., 2011).

Larelacion del tejido adiposo con la reproduccion se debe a la participacion
de los androgenos (fig. 1), por lo que si se altera la concentracion de
testosterona, puede provocar un cambio del eje hipotalamo-hipofisis-gonada,

estrés oxidativo y efectos negativos sobre la esteroidogénesis testicular.



3.2 Efecto negativo sobre el epididimo

En la actualidad se han reportado los posibles efectos negativos de
la obesidad sobre el epididimo. Resultados de un analisis histologico
muestran que el lumen y epitelio del epididimo de rata con obesidad
presenta un namero mayor de cuerpos apoptoticos. El epididimo es un
organo importante en el que los espermatozoides adquieren el potencial
fertilizante, que al ser afectado compromete la funcionalidad optima del
gameto masculino (Cooper 2007).

Algunos estudios han indicado que una lipomatosis escrotal (aumento
de los depositos de grasa a nivel subcutaneo y alrededor del escroto) puede
favorecer un aumento de la temperatura local y esto generar un ambiente de
estrés oxidante en el espermatozoide; es decir, se provoca un desequilibrio
entre los radicales libres y enzimas antioxidantes del espermatozoide
(Kasturi et al., 2008).

Un ejemplo de lo anterior lo demostraron Vigueras et al., (2011),
determinando lipoperoxidacion a través del incremento del malondialdehido
(MDA, producto de la peroxidacion lipidica) en ratas obesas, 4.74+0.63 vs
2.38+0.22 MDA, en controles. Es importante recordar que la lipoperoxidacion
es resultado del estrés oxidante presente en el epididimo, ademas de
observar apoptosis.

Al final del estudio se encontrd que en rata macho con obesidad la
morfologia de la cabeza y cola del epididimo aparentemente no se ve afectada.
La inmunopositividad a los receptores de androgenos en el ntcleo de la mayoria
de las células y en algunas células basales se observo tanto en ratas obesas
como controles, lo que significa que la obesidad no afecta a los receptores de
androgenos ni a los espermatozoides ubicados en el lumen tubular. Sin embargo,
se detectaron cuerpos apoptoticos en el lumen de la cabeza del epididimo de
ratas obesas, en varias secciones de epitelio de la cabeza del epididimo y en el
lumen tubular de ratas con obesidad (Vigueras et al., 2011).

No obstante, hasta la fecha no se han reportado trabajos que

profundicen las afecciones de la gordura sobre el proceso por el que los
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espermatozoides adquieren la capacidad para fertilizar al ovocito a medida
que avanzan a través del epididimo, maduracion espermatica epididimaria.
Es por eso que parte de estas indagaciones se han comenzado en nuestro
grupo de investigacion, determinando las modificaciones postraduccionales
de los espermatozoides que ocurren como parte del proceso maduracional,
entre los que se encuentran los glicoconjugados en la membrana del
espermatozoide y la fosforilacion de proteinas, asi como técnicas para
esclarecer si el aumento de la temperatura escrotal favorece un proceso de
estrés oxidante en el espermatozoide epididimario (Vigueras et al., 2011).
Multiples mecanismos estan involucrados en la maduracion
espermatica epididimaria y muchos de ellos (cambios en la composiciéon de
lipidos, restructuracion del acrosoma, incremento de la carga negativa total,
modificacion de las proteinas de superficie, reorganizacion en las proteinas
de membrana, adquisicion de la movilidad y potencial fertilizante) pueden
verse afectados por la obesidad, asi que tan sblo esta es una pequena parte

de lo que falta por dilucidar.

4. Obesidad e inflamacion

Se ha reportado que una de las causas de un estado de inflamacion cronica de
bajo grado, como es la obesidad, es la reserva excesiva de tejido adiposo (Gomez
et al., 2005). Es importante recordar que aunque este tipo de inflamaciéon no
responde a las caracteristicas de una respuesta inflamatoria clasica, en la
obesidad se presentan algunos marcadores (Catalan et al., 2007). Uno de ellos
es la concentracion de las adipocinas, que pueden alterarse, desencadenando
patologias como la diabetes tipo 2 (Calle y Kaaks 2004).

Otros marcadores son los proinflamatorios (interleucinas 1a, 28, 6, 8 y
el factor de necrosis tumoral [TNF o, B] y el y-interferéon), que reclutaran al
sistema inmune para tratar de contrarrestar la inflamacion (Yang y Ming,
2011). Sin embargo, la infiltracion de células del sistema inmune —por

ejemplo, los macrofagos que forman estructuras especializadas que rodean



a los adipocitos muertos— amenazan con afectar al funcionamiento 6ptimo
del tejido adiposo, como un 6rgano endocrino que regula el metabolismo y
la reproduccion (Yang y Ming, 2011). Por lo tanto, es de suma importancia
hablar de la respuesta inflamatoria asociada a la obesidad y algunos
blancos terapéuticos, entre ellos el proceso de termogénesis. Conviene
recordar que todo organismo trata de mantener un equilibrio dinamico,
conocido como homeostasis; cuando existe un estresor, en este caso una
ganancia desmedida de energia que causa inflamacion, el organismo
buscara recuperar su homeostasis y una de las maneras conocidas es la
respuesta inmune para contrarrestar dicho proceso inflamatorio. Por otro
lado, la termogénesis como capacidad de un organismo para producir calor
es un importante componente para el consumo de energia. Este proceso es
modulado por tres principales factores: temperatura ambiental, cantidad y

calidad de nutrientes, e inflamacion sistémica.

4.1 Termogénesis
El tejido adiposo marrén (TAM) es capaz de llevar a cabo la termogénesis
adaptativa, que es la produccion de calor regulada, mediada catabolicamente
por los sustratos energéticos y la liberacion de energia quimica a partir del
rompimiento de adenosin trifosfato (ATP). Este rompimiento de energia
es posible gracias a una proteina desacoplante 1 (UCP-1), presente en la
membrana interna mitocondrial de los adipocitos marrones. Esta proteina,
como sunombre lo indica, se encarga de desacoplar la produccion de adenosin
trifosfato de las vias catabdlicas de lipidos y carbohidratos (Long et al.,
2014), es tnicamente expresada en TAM, por lo que un aumento del TAM
puede favorecer en pacientes obesos la disipacion de energia (Montanari
Poscic et al., 2017).

El proceso de termogénesis es controlado por el sistema nervioso
simpatico (SNS), el que depende de receptores p adrenérgicos que a su vez

regulan los efectos de la norepinefrina y catecolaminas. Los tres factores
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esenciales que determinan este proceso son la temperatura ambiental (como el
frio, que puede inducir la termogénesis), la cantidad y calidad de nutrientes (la
dieta es capaz de estimularla) y la inflamacion sistémica en respuesta a dano
tisular e infeccion (como la fiebre) (Virtaken et al., 2009).

Ya se ha reportado un aumento de la norepinefrina en el corazon, debido
al tejido adiposo blanco (TAB) y TAM en respuesta a estimulos termogénicos
causados por la dieta y el frio. También la union de catecolaminas a receptores
B adrenérgicos del tejido adiposo marrén que activan al programa termogénico,
incluyendo la induccion de lipolisis y la actividad de (UCP)-1, y la expresion de
genes (Montanari et al., 2017).

La senalizacion de receptores B-adrenérgicos en TAB juegan un papel
importante, sustentando el proceso de termogénesis y suministrando acidos
grasos, como sustrato de la lipdlisis, siendo transportados a TAM por un
aumento del flujo sanguineo (Cannon y Nedergaard, 2004). La energia derivada
es liberada por TAM en forma de calor, que se disipa por el cuerpo gracias a su
vascularizacion y junto con algunos factores endogenos (Montanari et al., 2017).

Es por eso que en individuos con obesidad la conversion de energia de
TAB a TAM, a través de los factores endogenos participantes en TAM, puede
ser un blanco terapéutico para dar solucion a esta condicion generada por el
desbalance de energia (fig. 2) y asi evitar que la obesidad se convierta en un
factor méas de patologias como la diabetes tipo 2, el sindrome metabdlico y la

infertilidad masculina y femenina.

5. Sindrome metabolico asociado

a la infertilidad masculina

Otro problema de salud causado por el desbalance de energia es el sindrome
metabolico (SM), que engloba un conjunto de desordenes, incluyendo la
obesidad, dislipidemia, hipertension, diabetes y enfermedades vasculares.
Ademas, en el hombre causa hipogonadismo, disfuncion eréctil y desbalance

psicoldgico (Michalakis et al., 2013).



Como parte de la relacion entre obesidad, SM e infertilidad, se ha
descrito que la hiperinsulinemia e hiperglucemia son comtn denominador
en los individuos obesos y en los roedores empleados en estudios sobre el
tema (Kasturi et al., 2008). Estos dos padecimientos han mostrado tener
un efecto inhibitorio en la cantidad y calidad espermatica, advertido en
la baja fertilidad vista en varones con obesidad (Lotti et al., 2013).

Los efectos adversos en la fertilidad masculina se producirian
mediante tres mecanismos: a) la conversion periférica de T a estrogenos en
el tejido adiposo, lo que puede causar hipogonadismo secundario a través
del eje hipotalamo-hipofisis-gonada (HHG); b) el estrés oxidante a nivel
del microambiente testicular, que puede resultar en una disminucion de
la espermatogénesis y daho espermatico; ¢) la acumulacion suprapubica
de tejido adiposo y la grasa interna del muslo pueden derivar en un
aumento de la temperatura escrotal (35°C) en varones con obesidad
severa (Filippi et al., 2009).

Los pulsos de la GnRH y el funcionamiento normal del eje HHG dependen
del balance energético normal y en caso de un desbalance de energia puede
ocurrir un dano en el eje reproductivo. Por ejemplo, cuando se presenta
hiperinsulinemia, afecta al higado y es considerada la mayor determinante de
la disminucién en las concentraciones de la proteina de uniéon a androgenos
(SHBG). Cuando hay una reduccion en las concentraciones de T no es posible
la unioén con SHBG, debido a la hiperestrogenemia que baja los pulsos de la LH
(Michalakis et al., 2013).

Es asi que la relacién entre un indice de masa corporal >30 kg/m? y la
hormona SHBG se ha fortalecido por lo observado en varones, que al perder
peso la SHBG aumenta su capacidad de union y los niveles en plasma regresan
a su rango normal (Michalakis et al., 2013). En la mayoria de los estudios, los
individuos obesos presentan disminucion de T. Ademas, el sindrome metabdlico
se ha asociado a cambios termooxidativos, a raiz de la acumulacion de tejido
adiposo en el area supraptbica o region abdominal y en el muslo, causando una

temperatura escrotal elevada y afectando la espermatogénesis (Michalakis et
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al., 2013). Por lo tanto, se considera que esta acumulacion de tejido adiposo
esta relacionada con el aumento del estrés oxidativo y la lipoperoxidacion. Las
especies reactivas de oxigeno (ERO), al causar lipoperoxidacion, se convierten
en compuestos toxicos para el espermatozoide humano, posicionando al estrés

oxidativo como una causa de la infertilidad masculina (Kasturi et al., 2008).

6. Disfuncion eréctil como
consecuencia de la obesidad
La disfunciéon eréctil (DE), o incapacidad de un hombre de conseguir
o mantener una erecciéon firme durante la relacion sexual, es una de las
principales causas que disminuyen la calidad seminal en la vida de un
individuo, lo cual afecta a aproximadamente 30 millones de varones (Traish
et al., 2009). En un estudio se reporta que la disfuncion eréctil severa o
moderada esta presente en 12% de hombres menores de 59 anos; 22% en
hombres de 60 a 69 anhos y 30% en mayores de 69 anos. No obstante, en
aquellos con IMC -29 presentan este problema o tienen 30% de riesgo de
padecerlo (Gunduz et al., 2004).

La obesidad se ha vinculado directamente con la disfuncion endotelial
y con el aumento en las concentraciones séricas de marcadores vasculares
de inflamacién, y tanto la DE como la disfuncion endotelial comparten
algunas vias metabolicas y vasculares. Los hombres obesos con DE son
evidencia de una disfuncién endotelial, los indicadores de ésta son elevadas
concentraciones séricas de marcadores de inflamacion, como IL-6 e IL-8,
proteina reactiva C (PRC). Al realizar un estudio en 110 hombres obesos,
se advirtio6 la relacion entre el indice que determina la DE y los indices de
disfunciéon endotelial, apoyando la presencia de vias vasculares que tienen
en comn (Somani et al., 2010). Por lo cual, es probable que el hipogonadismo
y el aumento del riesgo cardiovascular, junto con la obesidad, puedan
justificar la alta prevalencia de DE en individuos con sobrepeso y obesidad

(Mah y Wittert, 2010).



Se ha propuesto una medida de control basandose en las conductas que
siguen tanto hombres como animales al recibir placer o al evadir las que
causan alguna inconformidad. Esta medida de control es que si se les asegura
una vida sexual placentera, se fomentaria un apego a la dieta y al ejercicio.
Experimentar insatisfaccion sexual debido a la impotencia constituye una
motivacion para consultar a especialistas y esto trae consigo la oportunidad
de tratar a los pacientes obesos con DE (Bacon et al., 2003).

Esimportante puntualizar que la obesidad es una condicion multifactorial
e incluso el aspecto psicologico puede desempenar un papel importante. La
pérdida de peso, aunada a cambios en el estilo de vida, pueden aminorar la DE
en hombres obesos. Tal es el ejemplo del estudio realizado en Massachusetts,
donde hombres con sobrepeso que presentan un gran riesgo de padecer DE, al
bajar de peso, disminuyen dicho riesgo. De igual forma, aquellos que realizan
alguna actividad fisica a la mitad de su vida tienen 70% de no padecerla, en

comparacion con quienes no lo hacen (Isidori et al., 2014).
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Figura 1. Participacion de TAB en la regulacion del eje HHP. Las kisspeptinas
estimulan la liberacion de GnRH, esta hormona propiciara la liberacion de FSH
y LH de la adenohipofisis para ejercer su efecto en la gonada (testiculo), en donde
favorecera la secrecion de T, que mas tarde sera convertida a estradiol por la P450
aromatasa. La FSH, ademas, es regulada por la Inhibina B, que es sintetizada por
las células de sertoli. En TAB se secreta estradiol y leptina, las cuales participan
regulando el eje HHG y la secrecion de T. Las kisspeptinas también estimulan la
liberacion del neuropéptido Y, que participa en el balance energético.

Hipotilame
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Figura 2. Efecto de la obesidad en el tejido adiposo blanco y marrén. Un aumento de
la adiposidad visceral, causado por el incremento en numero y tamano de TAB, alterara
la termogénesis, disminuyendo la que ocurre en TAM debido a su pérdida de actividad
dirigida por el SNS y favorecida por el aumento de leptina y la reducion de adiponectina,
causando una reduccion del gasto energético.
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L3
Glosario
ATP: adenosin trifosfato. LH: hormona luteinizante.
BHT: barrera hematotesticular. MDA: malondialdehido.
CPU-1: proteina desacoplante 1. OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
CRP: proteina reactiva C. OTF: gen asociado a la obesidad.
DE: disfuncion eréctil. SHBG: globulina de unién a hormonas
ERO: especies reactivas de oxigeno. sexuales.
FSH: hormona foliculo estimulante. SM: sindrome metabdlico.
GnRH: hormona liberadora de SNP: sistema nervioso parasimpatico.
gonadotrofinas. T: testosterona.
HHG: hipotalamo hipofisis gonada. TAB: tejido adiposo blanco.
IMC: indice de masa corporal. TAM: tejido adiposo marron.
ILC-6: interleucina 6. TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

IL-8: interleucina 8.
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1. Introduccion

n los mamiferos, la reproduccion requiere del reconocimiento

que ocurre entre dos células que son altamente diferenciadas: el

espermatozoide (que es asimétrico y movil) y el ovocito (que es grande
e inmovil), los cuales originan nuevo individuo; para ello se requiere de: 1) la
union especie-especifica del espermatozoide con la zona pelticida del ovocito,
2) la reaccion acrosomal por parte del espermatozoide, 3) la penetracion de
la capa extracelular del ovocito por parte del espermatozoide, 4) la union de la
membrana del espermatozoide con la del ovocito y 5) la fusién entre gametos
(fertilizacion) (Wassarman et al., 2001). Para que estos eventos se lleven a
cabo, se requiere de una soélida estructura tanto en el espermatozoide como
en el ovocito, hasta que ocurra la fusion entre los gametos.

En cuanto al gameto masculino, se ha descrito ampliamente que la
produccion continua y eficiente de éste depende de la proliferacion de las
espermatogonias y posteriormente su diferenciacion a espermatozoides
anatémicamente completos (Hess y Renato de Franca, 2008), para lo cual es
necesario que el eje neuroendocrino hipotalamo-hipoéfisis-testiculo funcione
coordinadamente, debido a que la espermatogénesis es un proceso altamente
complejo, en el que se lleva a cabo una serie ordenada de divisiones —primero
mitosis y después meiosis—, que en combinacién con la espermiogénesis da
lugar ala formacion de espermatozoides anatomicamente completos, a partir

de espermatogonias, con la participacion del adecuado microambiente que es



regulado por las células de Sertoli y las de Leydig, que en conjunto y mediante
factores paracrinos, como las citosinas y los agentes de crecimiento, regulan
los mecanismos de division y renovacion celular, y de la interleucina 1, que
es capaz de modular las funciones de las células de Sertoli, teniendo como
resultado la adecuada produccion y desarrollo de los gametos masculinos en
los ttibulos seminiferos (Jenardhanan et al., 2016; Neto et al., 2016).

Sin embargo, tras su formacién en los tibulos seminiferos y posterior
liberacion durante la espermiacion a la luz del tabulo, los espermatozoides
de los mamiferos se dirigen hacia la rete testis, para lo cual requeriran de una
serie de procesos postesticulares, de modo que sean funcionales dentro
del oviducto y puedan ejecutar una eficiente fertilizacion; es decir,
necesitan del paso por una amplia gama de microambientes constituidos
por diversos fluidos, cuyo origen y composicién los brindaran érganos como
el epididimo, la prostata, la vesicula seminal y el oviducto. Dichos fluidos
ejerceran en los espermatozoides una importante sucesion de cambios de
maduracion que transforman a las células inmoéviles —las cuales también
son incapaces de fertilizar— en otras vigorosamente activas con la capacidad
de unirse y fusionarse con un ovocito, y en el momento adecuado otorgaran
a los espermatozoides una induccién que culmine en la adquisicion de la

capacidad fertilizante (Sostaric et al., 2008).

2. Epididimo: estructura y funcion

Se ha descrito al epididimo como un drgano compuesto por un solo tubo largo
y altamente serpentino, cuya longitud varia de acuerdo con cada especie,
llegando a ser de 1 m en el raton, 3 m en la rata, entre 5 y 7 m en el humano
y hasta de 70 a 80 m en el caballo (Sostaric et al., 2008; Arrotéia et al., 2012;
Robaire y Hinton, 2015). Durante el desarrollo embrionario, el epididimo de
los mamiferos, al igual que los deméas componentes del aparato urogenital,
se forma a partir del mesonefros (Sostaric et al., 2008; Robaire y Hinton,

2015), tejido que da origen en animales inferiores a un rihon primitivo. Este
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organo se encuentra ubicado en la parte superior de cada testiculo y es por
medio de los conductos eferentes que tiene comunicacion con la rete testis,
conectandose por estas vias con el testiculo; asimismo, esta delimitado con
el inicio del conducto deferente (Arrotéia et al., 2012). Cuando es analizado
de forma anatomica, el epididimo se divide generalmente en cuatro
regiones: la primera es el segmento inicial, seguido por la cabeza (caput o
region cefalica), el cuerpo (corpus o region media) y la cola (cauda o region
caudal) (Robaire y Hinton, 2015) (fig. 1); a lo largo de todas ellas, el lumen
del epididimo se encuentra formado por un epitelio pseudoestratificado,
integrado por la presencia de diferentes tipos de células: a) principales, b)
basales, c¢) apicales, d) estrechas, e) claras y f) halo. Algunas de ellas, como
las principales y basales, pueden encontrarse en todo el tibulo, mientras que
las apicales, estrechas, claras y halo (linfocitos intraepiteliales) solo estan
presentes en algunos segmentos (Arrotéia et al., 2012; Robaire y Hinton,
2015), con lo que establecen diferentes microambientes. En conjunto, todas
las células epiteliales que recubren el conducto del epididimo forman un
entorno fluido luminal, mediante la secreciéon activa y la absorcion de
macromoléculas (proteinas, glicoproteinas) que son sintetizadas por la
expresion de diferentes genes, ademas de pequehas moléculas (azhcares,
electrolitos), que unidas a los contenidos derivados de los testiculos
proporcionan un entorno particular en el que los espermatozoides que
recorren el conducto se modifican al entrar en contacto directo con el
microambiente luminal, como un requisito del proceso de maduracion
(Tulsiani, 2006; Robaire y Hinton, 2015), aunado a que son las responsables
de eliminar residuos citoplasmaticos y de proteger a los espermatozoides,
gracias a la formacion de una barrera anatémica e inmunologica durante el
recorrido que realizan por todo el tibulo epididimario, al igual que cuando
se encuentran almacenados (Hernandez-Rodriguez et al., 2016).

Tras la produccion de los espermatozoides por el epitelio de los
tibulos seminiferos, se deben dirigir hacia la region de la cabeza y luego

al cuerpo del epididimo, para llevar a cabo su maduraciéon, antes de ser



reunidos y almacenados en la region de la cola (Robaire y Hinton, 2015), por
lo cual es importante que en esta zona exista también un ambiente luminal
especifico que les permita ser recolectados por, incluso, varias semanas,
debido a que se mantiene una quiescencia metaboélica que previene que en los
espermatozoides surja una activaciéon previa a ser eyaculados (Sostaric et al.,
2008). La maduracion espermatica brinda a los espermatozoides la capacidad
fertilizante (Dacheux et al., 2009), lo que se refiere a que adquieren el
potencial para moverse progresivamente y la capacidad de reconocer y unirse
a la zona pelticida para fecundar a un ovocito (Cornwall et al., 2007; Robaire
y Hinton, 2015). Si bien entre las diferentes especies de mamiferos el largo
del tbulo del epididimo es variable, diversas investigaciones senalan que el
promedio del transito de los espermatozoides por el epididimo es altamente
parecido y oscila entre 9 y 11 dias (Sostaric et al., 2008; Robaire y Hinton,
2015), de manera que su madurez funcional en este 6rgano puede requerir
hasta 12 dias en el humano, 13 dias en el carnero, de 10 a 11 dias en el cerdo y
en la rata puede durar entre 8 y 11 dias (Robaire y Hinton, 2015). Gran parte
de esta variabilidad se debe al tiempo que es requerido para poder llegar a
la region de la cauda, pues en la mayoria de las especies el transito por la
region de la cabeza y el cuerpo toma aproximadamente de uno a tres dias
en cada una, y el movimiento de los espermatozoides por ambas regiones
se logra principalmente por las contracciones peristalticas continuas de
los muisculos lisos que estan presentes en la pared de ambas regiones del
epididimo, mientras que en la cauda los musculos lisos se encuentran

generalmente inactivos, hasta ser estimulados para contraerse.

3. Cambios en el espermatozoide durante
la maduracion epididimaria

Diversos estudios sehalan que para que el espermatozoide de los mamiferos
desarrolle la capacidad de desplazarse por el oviducto (adquisicion de la

movilidad progresiva) y posteriormente pueda reconocer y penetrar a la zona

197

VNVHIINIA V1 Hd SOLVHAIHOGAVD SO'T YOS OINAVD TV NOIDISOdXH V1 d4d OLOAAH

SOIYVINIAIAIdH SHAIOZOLVINHIAdSH Hd SVNIHLOYd Hd NOIDVIIHOASOA VI A VOLLVIASV'Id

dYV.LSIM VILVY V1 HA



198

peltcida, para finalmente fertilizar y fecundar a un ovocito (Tulsiani,
2006; Dacheux y Dacheux, 2014), es necesario que sucedan cambios en la
composicion de carbohidratos y proteinas de la membrana plasmatica, que
modifican las propiedades fisiologicas de los espermatozoides, conforme
transitan e interacttian con diversas moléculas que producen las células
del epididimo (Tulsiani, 2006; Sostaric et al., 2008; Caballero et al., 2011,
Perobelli et al., 2013; Robaire y Hinton, 2015).

Tras la salida del testiculo, los espermatozoides cuentan con la estructura
anatomica completa que se conoce (fig. 2), es decir, compuesto por una cabeza
que contiene al nticleo con el ADN muy compactado entre protaminas y cuyo
extremo anterior se encuentra recubierto con el acrosoma (estructura en forma
de casquete que contiene enzimas hidroliticas, cuya participacion es relevante
durante el proceso de fecundacién), y un flagelo, necesario para la movilidad,
el cual morfologicamente se divide en cuatro regiones: a) la cabeza con su
pieza de conexion, que une a la cabeza con el flagelo, b) pieza media, también
llamada cuello, donde estan las mitocondrias en un arreglo helicoidal 6ptimo
para generar energia que emplea el axonema (compuesto por nueve pares de
microttbulos dispuestos radialmente alrededor de los filamentos centrales)
y que se extiende a lo largo de la siguiente region; c¢) la pieza principal, que
abarca la mayor parte del flagelo y que se utiliza para la propulsion, mediante
ondas de movimiento eficiente, para asegurar el transporte a distancia, y por
wltimo, d) parte terminal del flagelo, integrada por una vaina fibrosa (Cooper y
Yeung, 2006; Arenas-Rios et al., 2010). Sin embargo, los espermatozoides atin
carecen del potencial fertilizante, por tal motivo requieren de la maduracion
postesticular, un proceso complejo y secuencial del que todavia la totalidad de
modificaciones que deben experimentar se desconoce; sin embargo, se sabe que
en esta transformacion, el epididimo juega el papel principal (Nixon et al., 2014),
favoreciendo que ocurra una serie de cambios que propician transformaciones a
nivel morfologico, fisiologico y bioquimico, cuyo resultado es un espermatozoide
con el potencial de alta movilidad y con la completa capacidad para la

fecundacion (Palomo-Peiro, 1995; Rodriguez-Tobon, 2016).



3.1 Cambios morfolbgicos

Para algunas especies de mamiferos, uno de los aspectos importantes
en la maduracion epididimaria es la migracion y posterior pérdida de la
gota citoplasmatica (GC), la cual puede permanecer en el espermatozoide
después de la liberacion del epitelio germinal en la espermiacién, pues
generalmente la mayoria de citoplasma de la espermatida durante su
elongacion es fagocitado como “cuerpo residual” por la célula de Sertoli
(Cooper, 2011). En un estudio morfologico de espermatozoides humanos
eyaculados con diversas alteraciones se demostro que existen dos tipos de
citoplasma en las células espermaticas: uno que representa el citoplasma
remanente, el cual se puede localizar unido a cualquier parte del flagelo
del espermatozoide, y la “verdadera” GC, que se presenta de manera mas
estable en la region del cuello del espermatozoide, mientras que en los
espermatozoides del epididimo de raton, la GC se ubica en la pieza media del
flagelo (Cooper, 2005), por lo que la diferencia en la morfologia y la posicion
de las GC entre espermatozoides humanos y de ratén refleja diferencias
entre especies (Xu et al., 2003). Sin embargo, en los de la rata albina se ha
reportado que la GC se pierde durante la espermiacion (O’Donnell et al.,
2011), aunque es posible que en regiones del epididimo todavia se observe
como consecuencia de alguna alteracion que sucedié en la espermiacion,
por lo que es necesario que las células del tabulo epididimario fagociten la
GC. Al respecto, se ha descrito que el porcentaje de espermatozoides con GC
disminuye notablemente conforme avanzan de la region de la cabeza hacia
la cola del epididimo (Cooper y Yeung, 2006; Arrotéia et al., 2012; Robaire y
Hinton, 2015). De igual manera, el epididimo propicia que se modifiquen las
uniones entre las protaminas, que son nucleoproteinas, entre las cuales esta
el ADN o genoma masculino, por un incremento en la cantidad de puentes
disulfuro (Cooper y Yeung, 2006), lo que permite que la informacion genética
que transporta el espermatozoide esté dentro de un ntcleo altamente
compactado y estable, por lo que a su vez hay una disminucion gradual

en el tamano de la cabeza del espermatozoide, tras estar en la region
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de la cabeza y ser conducido hacia la cola del epididimo. También se ha
documentado que durante la maduracion epididimaria hay una reduccion
en el tamano del acrosoma que recubre al nticleo del espermatozoide, tras la
reorganizacion de diversas enzimas y otras proteinas que contiene (Cooper
y Yeung, 2006; Arrotéia et al., 2012; Robaire y Hinton, 2015), para brindarle
un mejor desplazamiento hidrodinamico; otras de las modificaciones que
ocurren durante la maduracion son a nivel de las mitocondrias, fibras
y componentes microtubulares de las piezas media y principal, con la
finalidad de dar lugar a la eficiencia en la movilidad progresiva. Todos estos
cambios en el espermatozoide previenen en el eyaculado la presencia de
células germinales con una carga genética anormal, incompleta o danada,
y evita la presencia de células infértiles que pudieran limitar el éxito
reproductivo (Cooper y Yeung, 2006; Arrotéia et al., 2012; Robaire y Hinton,
2015; Rodriguez-Tobon, 2016).

3.2 Cambios fisiologicos

La funcionalidad 6ptima de los espermatozoides depende tanto de los
procesos que ocurren en el interior como en el exterior de estas células, para
lo cual es de gran importancia la formacion de diversos microambientes
a lo largo del epididimo, por diferentes moléculas secretadas hacia la luz
del tabulo y, asimismo, por los cambios entre las asociaciones celulares
que se observan a lo largo del epitelio epididimario, lo que permite que
ocurran variaciones en las caracteristicas y la composicion de la superficie
de la membrana plasmatica de los espermatozoides, lo que les otorga la
capacidad de prolongar su supervivencia dentro del tracto genital femenino
por el mantenimiento de las membranas acrosomales y plasmatica
como estructuras estables, al ocurrir los eventos de glicosilacion en los
componentes de la superficie del espermatozoide y hasta que se produzcan
modificaciones que lleven a la reaccion acrosomal. La combinacion adecuada

de los cambios fisiologicos y su vinculo con los morfologicos y bioquimicos



favorece que en los espermatozoides ocurran los procesos ligados con la
capacidad fertilizante, como pueden ser: a) la adquisicion de un marcado
incremento en el vigor de la movilidad, tras el paso del movimiento circular
a rectilineo, b) la capacidad de experimentar el proceso de capacitacion y c)
la competencia para interaccionar con la zona peltcida y finalmente lograr

la fertilizacion del ovocito (Hernandez-Rodriguez et al., 2016).

3.8 Cambios bioquimicos

Todos los componentes del espermatozoide estan rodeados por una
membrana plasmatica altamente compleja y muy especializada (Srivastava
y Olson, 1991; Dacheux y Dacheux, 2014), la cual es un componente vital y
de gran importancia para los eventos tempranos que se registran durante
la fertilizacion, empero, el espermatozoide es una célula que pierde la
capacidad de sintetizar proteinas o algin otro tipo de molécula de relevancia
bioldgica en los Gilltimos pasos de la espermatogénesis (Dacheux y Dacheux,
2014), por esta razon es que los cambios bioquimicos que se presentan en los
gametos masculinos durante todo el recorrido por el epididimo dependeran de
las transformaciones postraduccionales (que se producen en los residuos de los
aminoacidos que constituyen a las proteinas), las cuales pueden ser de varios
tipos: de adicion o de eliminacién de grupos funcionales, o por la formacion de
enlaces con otras proteinas.

Dentro de las transformaciones de gran trascendencia que acontecen
en la membrana plasmatica de los espermatozoides estan diversos
cambios que permiten una mejor y especifica distribucion espacial en los
componentes del glicocalix, denominado de esta forma por estar integrado
por la presencia de abundantes oligosacaridos, los cuales se han unido a una
gran cantidad de proteinas (Rodriguez-Tobon, 2016) y de lipidos, formando
cadenas de glicoproteinas y de glicolipidos, respectivamente. Ambas cadenas
forman a la cubierta celular que esta en contacto con el medio extracelular.

De forma particular, en la glicosilaciéon ocurren modificaciones que permiten
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la integracion o separacion de una o més cadenas de glicanos a una cadena
principal por medio de enlaces covalentes.

Los cambios bioquimicos que suceden en las porcionesdelos carbohidratos
de los componentes de la membrana plasmatica de los espermatozoides
durante su maduracion en el epididimo se han evaluado desde hace tiempo,
pues se sabe que el contenido de glicoconjugados en los espermatozoides
es un buen indicador de la maduraciéon que éstos deben presentar a
través de su recorrido por el epididimo (Tajiri et al., 2012). Debido a que
los glicoconjugados son una forma altamente compleja que participa en el
reconocimiento célula a célula, en la union del espermatozoide a la zona
peltcida en la reaccion acrosomal y en la fusidon espermatozoide-ovocito
(Cardona-Maya y Cadavid, 2005), se requiere del uso de lectinas para
evaluar la presencia de estos carbohidratos en la superficie de la membrana
del espermatozoide (Srivastava y Olson, 1991).

Las lectinas son proteinas de origen vegetal y animal con una
elevada especificidad de union a los residuos de los carbohidratos, en
los glicoconjugados (Hernandez-Cruz et al., 2005) funcionan como una
herramienta para el analisis de las variaciones en la distribucion y
densidad de la exposicion de los sacaridos cuando el espermatozoide pasa
a través del epididimo, y a pesar de que ciertos detalles de estos cambios
no han sido del todo esclarecidos, existe la evidencia de la participacion de
dos conjuntos de enzimas: a) las glicosiltransferasas, un grupo de enzimas
sintéticas que adicionan residuos de azlicares a un aztcar donante (aztcar
de nucledtido), y b) las glicohidrolasas, enzimas hidroliticas que separan
residuos de un aztcar de los glicoconjugados ya existentes, ambos grupos se
hayan presentes en altas concentraciones en el fluido luminal del epididimo
que rodea a los espermatozoides, el cual favorece modificaciones en los
glicoconjugados de la superficie espermatica (Tulsiani, 2006).

Entre los azticares identificados en la membrana del espermatozoide y
cuya presencia se modifica con el transporte de estas células por el tabulo

del epididimo, estan: a) acido sialico, que se ha relacionado con la carga



negativa total de la superficie del espermatozoide y que aumenta durante
el transito epididimal; en el caso de la rata, diversos investigadores han
reportado que es en la cabeza de los espermatozoides donde se tienen
mas altos valores de uniones de acido sialico a la membrana y conforme
avanzan a través del tabulo epididimario disminuyen a valores mas bajos
las uniones en la cola del espermatozoide, por lo que es posible que la union
de acido sialico a la membrana pueda ser relevante y estar vinculada con
la maduracion espermatica en esa especie (Hall y Killian, 1987) y como
una preparaciéon para la posterior fusion del espermatozoide con el ovocito;
b) N-acetilglucosamina: la adecuada presencia y distribucion de este
carbohidrato tiene gran importancia en el proceso de interaccion entre gametos,
ademas de que en los espermatozoides de algunas especies de mamiferos
se ha descrito que la presencia de N-acetilglucosamina es necesaria para
que pueda llevar acabo la reacciéon acrosomal y eventualmente también
la fertilizacion (Cardona-Maya y Cadavid, 2005; Tulsiani y Abou-Haila,
2012); la presencia de ambos carbohidratos se puede evaluar mediante la
afinidad que tienen con la lectina de Triticum vulgare aglutinina (WGA),
la cual detecta a los residuos encontrados en los glicanos; ¢) manosa es un
carbohidrato que conforma permanentemente la superficie de la membrana
de los espermatozoides (Aliabadi et al., 2013), con sus respectivos cambios a
lo largo del epididimo, tiene importancia por participar en el reconocimiento
del espermatozoide con la zona pelticida y por estar implicado en el proceso
de fertilizacion (Jiménez et al., 2006; Aliabadi et al., 2013); se ha reportado
que la lectina Canavalia ensiformis aglutinina (Concanavalina A, Con A) se
une a residuos de manosa, lo que hace posible identificar su presencia en
la superficie espermatica; d) fucosa es un carbohidrato que tiene relacion
con la uniéon especie-especifica entre gametos, mediante su adherencia con
proteinas de la zona pelucida (Tulsiani y Abou-Haila, 2012) la presencia
de fucosa unida a proteinas del espermatozoide y en el plasma seminal
otorga la capacidad a los gametos de formar una reserva espermatica en

el oviducto, tras sumarse a proteinas del epitelio celular que reconocen a
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la fucosa (Ignotz et al., 2001). De forma particular, se reportd en el estudio
de Hall y Killian (1987) que en los espermatozoides de la rata albina que
transitan por el epididimo la presencia de fucosa en membrana plasmatica
disminuye tres veces en la region de la cola, al comparar con espermatozoides
de la zona de la cabeza.

Los cambios que ocurren durante el proceso de maduracion espermatica
en la presencia de los carbohidratos de membrana incluyen a otras
moléculas, como D-galactosa, que disminuye a medida que la célula avanza
a lo largo del epididimo, mientras que los niveles de N-acetilgalactosamina,
por el contrario, son superiores en la membrana de los espermatozoides de la
cola que en los de la cabeza del epididimo. Otros residuos de carbohidratos,
como la a-D-glucosa y manosa, se presentan en mayor proporciéon en las
membranas de los espermatozoides de la cabeza y de la cola, pero en muy
baja cantidad en las de las células del cuerpo epididimario. En relacion con
el contenido de manosa en la membrana plasmatica, los cambios que se
registran en el epididimo pueden ser un buen indicador de maduracién en
los espermatozoides (Belmonte et al., 2002).

Por otro lado, la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosinas es otro
de los cambios intracelulares importantes en la adquisicion de la capacidad
fertilizante del espermatozoide durante la maduracion (Filtz et al, 2014),
debido a que es considerada como la base molecular esencial para el desarrollo
coordinado del movimiento progresivo por parte del flagelo y con la posterior
capacitacion (hiperactivacion) y reaccion acrosomal del espermatozoide
(Moseley et al., 2005; Mor et al., 2007) en el oviducto de la hembra. Se ha
encontrado que el estado de fosforilacion de proteinas esta regulado por una
via dependiente de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y por la actividad
enzimatica de dos tipos de proteinas: a) cinasas y b) fosfatasas, siendo las
primeras las que agregan un grupo fosfato y las segundas las que lo remueven.
En virtud de que el espermatozoide es incapaz de sintetizar nuevas proteinas, se
puede argumentar que la dependencia a la fosforilacion de proteinas es mayor

al de otros tipos celulares y se asocia con el proceso de maduracion epididimaria



por los eventos de fosforilacion y desfosforilacion principalmente en proteinas
del flagelo, participando en la adquisicion de la movilidad y en la capacidad
para fertilizar al ovocito, funcionando como un swich on/off. En las ratas se han
identificado proteinas de un peso molecular de entre 50-64 y 91-127 kDa que se
fosforilan, localizadas a nivel de todo el dominio acrosomal del espermatozoide,
y de igual forma a nivel de la pieza media (Rodriguez-Tobon, 2016). En el
trabajo de investigacion realizado por Lewis y Aitken (2001) se analizo el
impacto que tiene la maduraciéon espermatica epididimaria en los patrones
de fosforilacion de tirosinas en espermatozoides de la region de la cabeza y
de la cola del epididimo en la rata Wistar, por medio de inmunohistoquimica,
cuyos resultados fueron que: a) en los espermatozoides de la region de la cabeza
del epididimo, el patron de fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina
que se presentd con mayor frecuencia fue el que se observo en la cabeza de los
espermatozoides, mientras que b) en los espermatozoides del area de la cola del
epididimo, el patron de fosforilacion sobresaliente fue el que se advirti6 en la
parte posterior de los espermatozoides; es decir, que la inmunolocalizaciéon que
predomind en la mayoria se concentro en la parte del flagelo.

Los multiples cambios que sufren los espermatozoides cuando recorren
las regiones del epididimo son fundamentales (Tulsiani, 2003; Seligman et al.,
2004) y dependen de la especializacion del microambiente en cada seccion del
lumen tubular, mediante la sintesis y secrecion de proteinas y moléculas que
interactian con los espermatozoides, y por la eliminacion de sustancias por
parte de las células que integran al epitelio epididimario, cuya funcionalidad
depende de la accion que ejercen los androgenos (Robaire y Hamzeh, 2011,

Robaire y Hinton, 2015).

4.Regulacion de la funcion del epididimo
por androgenos
Las hormonas esteroides cumplen diversas funciones a lo largo del desarrollo

embrionario y en etapas posteriores al nacimiento (Blok et al., 1992), de
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forma particular, en los varones los androgenos tienen efectos que juegan un
papel esencial en la masculinizacion del feto, en la formacion de los 6rganos
reproductores internos y externos (Arrotéia et al., 2012) y en el desarrollo de
las caracteristicas sexuales secundarias masculinas. La testosterona (T) es
el principal androgeno que circula en el torrente sanguineo, es sintetizada y
posteriormente secretada por las células de Leydig, localizadas en el espacio
intersticial de los testiculos; esta hormona puede llegar a las células del
epididimo mediante dos rutas distintas: a) mediante los conductos eferentes
después de salir de la rete testis, donde mayormente se suma a la proteina de
unién a androgenos (ABP), y b) a través de la circulacion sanguinea, en la cual
la T libre puede entrar en las células por difusion pasiva. La mayor parte que
llega hacia las células del tabulo epididimal se transforma por la reduccion
que origina la enzima esteroide 5a-reductasa a su metabolito méas potente, la
5a-dihidrotestosterona (DHT) (Robaire y Hamzeh, 2011; Robaire y Hinton,
2015). Es la DHT el esteroide que se ha determinado como el de mayor poder de
accion en el mantenimiento de las funciones del epididimo, lo cual se logra por
medio de su union con el receptor para androgenos (RA) (Arrotéia et al., 2012).
Este es un miembro de la superfamilia de receptores nucleares situado en el
cromosoma X, cuyo gen codifica un receptor multidominio que esta constituido
por cuatro dominios funcionales: 1) un dominio NH -terminal (NTD), encargado
de la activacion transcripcional, calificado como el mas variable entre los
receptores nucleares tanto en longitud como en secuencia; 2) un dominio de
union a ADN (DBD), localizado en la parte central de la molécula del RA, es
la region mas conservada dentro de la familia de los receptores nucleares y es
la que se une al ADN; 3) un dominio de unién al ligando (LBD), responsable
de la dimerizacion y activacion de la transcripcion, este dominio regula la
interaccion entre el RA y las proteinas de choque térmico e interacttia con el
dominio NTD del receptor para estabilizar la unién del androgeno (Heinlein y
Chang, 2002) y 4), una region bisagra no conservada y flexible, encargada de
unir a los dominios LBD y DBD y de regular la union al ADN, la translocacion

nuclear y la transactivacion del RA (Haelens et al., 2007).



En los tejidos diana, la regulacion de los efectos androgénicos que
tienen el RA ocurren debido a que acttia como un factor de transcripcion
receptor-ligando, pues una vez que en el citosol el RA se ha unido con la T o
DHT, deja de estar inactivado por la separacion de las proteinas de choque
térmico y se transporta hacia el nticleo de la célula, en donde en forma
de un homodimero posteriormente se une a los elementos de respuesta a
hormonas, denominados elementos de respuesta a androgenos especificos
(ERAs). En el epididimo de la rata el RA se inmunolocaliza de manera
especifica, con mayor intensidad en la region de la cabeza y cuerpo, y menor
intensidad en la de la cola, lo que sugiere que su presencia y expresion
tienen funciones especificas en el epididimo (Robaire y Hamzeh, 2011;
Robaire y Hinton, 2015) para controlar su adecuado desempeho, por lo que
la participacion y regulacion de los androgenos en el epididimo es de vital
importancia en relaciéon con una buena maduracion y almacenamiento de
los espermatozoides.

Aunque la funcion del epididimo depende en su mayoria del efecto
de los androgenos, se sabe que no son los Gnicos esteroides que tienen
accion dentro de sus diversas regiones, pues la T también se aromatiza a
17B-estradiol (E,), por medio de la enzima aromatasa P450 dentro de las
células epiteliales epididimarias, en las que se ha identificado la presencia
de las formas alfa y beta del receptor para estrogenos (REa y REp), tanto
en la region de la cabeza como en otras del epididimo, y cuya expresion
parece ser especie especifica. El papel de los estrogenos se ha relacionado
con la reabsorcion del fluido luminal que ocurre en los conductos eferentes
y en el segmento inicial del epididimo; asimismo, los estrogenos regulan
el transporte de fluido a través del conducto y son responsables del
incremento en la concentracion de espermatozoides cuando llegan a
la cabeza del epididimo. Si bien el epitelio del epididimo se describe
como androgeno dependiente, los estrogenos también asisten en la
diferenciacion y en el mantenimiento de la morfologia epitelial (Arrotéia

et al., 2012), lo que indica que el E, cumple con un papel en las funciones
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que debe desempenar el epididimo con los espermatozoides, es decir, que
la fisiologia del epididimo esta regulada por androgenos y estrogenos
a partir de la produccion y secrecion de T, la cual es necesaria para
controlar la morfofisiologia de células epiteliales y la expresion y secrecion
de proteinas, ademas de prevenir la muerte celular, lo que asegura la
maduracion y almacenamiento de los espermatozoides (O’'Hara et al.,
2011; Kerkhofs et al., 2012), y el incremento de la fertilidad masculina.
Sin embargo, existe una gran variedad de compuestos en el medio
ambiente que afectan directamente a la sintesis y concentracion de T en
diversas especies, lo que conduce a que ocurran alteraciones en las funciones
reguladas por hormonas esteroides, dentro de ellas se puede afectar a
las que estan involucradas con el desempeno del epididimo en la maduracion
de los gametos masculinos por medio de las células epiteliales, debido a que
se puede modificar la expresion y la secrecion de proteinas relacionadas
con la maduracion y con el almacenamiento previo a la eyaculacion de los
espermatozoides, de manera que éste puede ser uno de los factores que

incrementa los problemas de fertilidad en el varon.

5. Factores que afectan la

fertilidad masculina

Durante los Gltimos anos, el enfoque que han tenido diversas investigaciones
se centra en la disminucion de la calidad reproductiva masculina, debido a
que como resultado de los aspectos que han sido evaluados de la salud y que
estan ligados con la reproduccion del varéon se han obtenido consecuencias
negativas, por ejemplo, la repercusion ocasionada por la exposiciéon a agentes
quimicos que se encuentran en el ambiente (Povey y Stocks, 2010). De
forma que se ha detectado en el ser humano y en animales experimentales
(la mayoria roedores) que los contaminantes arrojados por diversas vias
hacia el medio ambiente pueden alterar el adecuado funcionamiento del

sistema endocrino y provocar un efecto negativo que modifique la produccion



de espermatozoides, asi como danar el funcionamiento de los drganos que
integran al aparato reproductor implicados en la adquisiciéon del potencial
fertilizante de los espermatozoides, como la prostata, las vesiculas seminales y
el epididimo, lo cual puede afectar de esta forma la funcionalidad reproductiva
de los machos (Anway et al., 2005; Wong y Cheng, 2011).

De forma general, en los Gltimos anos alrededor de todo el planeta
se han incrementado los casos de infertilidad, lo que constituye un serio
problema en salud reproductiva para las parejas jovenes. Especificamente
en México, de acuerdo con los datos mas recientes del Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia (INEGI), la cifra de parejas con problemas de
fertilidad corresponde a un aproximado de 1.5 millones, por lo que se ha
mencionado que a una de cada seis en edad reproductiva no le resulta sencillo
concebir (INEGI, 2016), es decir, enfrentan algiin tipo de infertilidad.

La organizacion mundial de la salud (WHO, por sus siglas en inglés)
ha definido clinicamente el concepto de infertilidad como la imposibilidad
de lograr un embarazo luego de un ano de relaciones sexuales regulares
sin el uso de algiin método anticonceptivo (WHO, 2010). De acuerdo con
este organismo, un aproximado de 15% de las parejas tiene problemas de
fertilidad, por lo que requieren de la asistencia de médicos especialistas, lo
que implica un gran costo econémico y emocional. Del total de las dificultades
de fertilidad, se sabe que 30% de ellas obedecen a dificultades directas en
la fisiologia reproductiva de las mujeres, un 30% méas esta relacionado de
forma concreta con alteraciones que provocan inconvenientes en los varones,
mientras que el 40% sobrante corresponde a una gran variedad de causas,
que al ser analizadas competen tanto a varones como a mujeres, razon por
la que se ha estimado que el hombre se relaciona con 50% de los motivos que
provocan infertilidad en la pareja (Cui et al., 2016).

En los varones, las causas de infertilidad pueden derivar de una gran
diversidad de condiciones y en su mayoria coinciden con afectaciones que
disminuyen de significativamente la cantidad y la calidad de los parametros

seminales, en términos de la concentracion, la movilidad y la vitalidad
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de los espermatozoides (Palma y Vinay, 2014). Si bien en una mayoria los
problemas que ocasionan infertilidad en los varones estan relacionados con
patologias que al ser identificadas pueden tratarse, como en los casos del
varicocele y del hipogonadismo hipogonadotropico, en otros méas —como
en la atrofia testicular y en las malformaciones congénitas genitales— es
posible tener un diagnostico contundente, aunque atn no se puede ofrecer
tratamiento especifico. A pesar de los avances en investigaciones clinicas
que intentan responder a las razones por las cuales algunos hombres no
logran tener éxito reproductivo, todavia se desconocen aquellas por las que
existe cerca de 34-40% de hombres con problemas de fertilidad, de ahi que
se les ha agrupado dentro de la infertilidad idiopatica, cuya etiologia se
ignora (Povey y Stocks, 2010; Arrotéia et al., 2012).

Entre los contaminantes dispersos en el medio ambiente que afectan
la fertilidad varonil estan los metales pesados, los cuales perturban la
fisiologia reproductiva de diferentes maneras, algunos de éstos son el
plomo (Pb), el mercurio (Hg) y el cadmio (Cd) (Wijesekara et al., 2015),
elementos quimicos que llegan a estar de forma constante, principalmente
como consecuencia de las diversas actividades antropogénicas, en nuestro
entorno, ya que el Cd se emplea cominmente para proteger contra la
corrosion de metales como el hierro y el acero, sales como el sulfito y el
selenito de Cd forman parte de pinturas para colorear ceramicas y plasticos,
asimismo, el Cd se utiliza en la fabricacion de baterias de hidroxido de
niquel-Cd para la industria automotriz, ademas de que esta presente en
fertilizantes fosforados y pesticidas utilizados en la agricultura (Cichy et al.,
2014) e incluso los compuestos de Cd se vierten al agua de los rios y lagos,
por lo que puede llegar a los alimentos a través del riego y bioacumularse,
dado que no es expulsado de los organismos (Thbeileh et al., 2007; Saeed,
2013), de ahi que se reporten altas concentraciones en peces y otras especies
marinas de consumo humano. El humo del cigarro es otra causa importante
de exposicion al Cd, para fumadores activos y pasivos (Ashraf, 2012); la

poblacion en general entra en contacto con él a través de diferentes vias,



entre ellas el agua potable, los alimentos y el aire, ademéas en diversas areas
de trabajo industrial (Siu et al., 2009). Es por ello que se ha tratado de
legislar a nivel nacional mediante la NOM-009-SSA1-1993 y en otros paises
como Estados Unidos, mediante el programa nacional de toxicologia de la
Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades (Agency
for Toxic Substances and Disease Registry, ATSDR, 2012), el cual establece
que las concentraciones de Cd a las que el ser humano puede exponerse
son de 0.25 a 0.50 ppm (correspondientes a 0.25 y 0.5 mg de Cd por litro
de agua); sin embargo, en zonas contaminadas, las concentraciones de este
metal son mas elevadas, por lo que se requiere de un continuo analisis del

efecto que puede ocasionar en la salud y fisiologia de los individuos.

6. Alteraciones en la fertilidad
masculina por efecto del Cd
El Cd, al igual que otros metales pesados, no tiene una funcioén fisiologica
en los organismos, no obstante, puede incorporarse al cuerpo mediante
alguna de las vias de absorcion, debido a que tiene similitud con elementos
esenciales como el calcio y el zinc, en cuyos procesos fisiologicos puede
intervenir y afectar la regulacion del metabolismo (Staessen et al., 1991;
Yang y Shu, 2015). Una vez bioacumulado dentro del organismo, el Cd se
elimina con mucha dificultad por medio de la orina, debido a que se une
estrechamente a metalotioneinas que son completamente reabsorbidas en
los tubulos renales; al no tener el Cd alguna participacion en resultados
benéficos en el cuerpo se bioacumula, alcanzando una vida media de entre
20 a 40 anos dentro del organismo (ATSDR, 2012; Ronchetti et al., 2013). Por
esta razon se ha reportado que la intoxicaciéon por Cd causa graves dahos
a nivel celular en drganos vitales como el cerebro, el higado, el rindén y los
huesos, ademéas de que se ha clasificado como cancerigeno (ATSDR, 2012).
La exposicion postnatal a Cd acarrea graves consecuencias en el

desarrollo sexual masculino, debido a que el eje de regulaciéon neuroendocrina
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hipotalamo-hipofisis-testiculo es blanco del efecto toxico que provoca, lo
que da origen a secuelas indeseables a nivel de sus tres componentes. De
forma particular, en testiculos de animales expuestos a este metal antes de
la pubertad se ha observado que presentan una reduccion en el desarrollo
del epitelio seminifero y de la concentracion de T, debido a que dentro del
testiculo el Cd disminuye la actividad de las enzimas esteroidogénicas:
3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD) y 17p-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (178-HSD) (Ji et al., 2010; Lafuente, 2013), que son clave en
la transformacion del colesterol para la biosintesis de T, aunado a que el Cd
también reduce de forma significativa el nimero de las células de Leydig (Ji et
al., 2010), en las que ocurre la sintesis del androgeno. La intoxicacion por Cd y
la desregulacion en la sintesis y concentracion de T altera la espermatogénesis
(Jarup y Akesson, 2009; Lafuente, 2013) y causa disminucién en la motivacion
y ejecucion sexual, en comparacion con individuos sanos (Arteaga-Silva et al.,
2015). A la par, el Cd afecta a los 6rganos androgeno-dependientes, como el
epididimo, cuyo tamano y peso reduce.

No obstante, es poco lo que se conoce en cuanto a las alteraciones que
produce el Cd en los diferentes cambios de los espermatozoides como parte
de su proceso de maduracion para adquirir el potencial fertilizante. Asi, los
danos de este metal en algin proceso bioquimico y/o morfologico pueden dar
lugar a una deficiencia fisioldgica en los espermatozoides que no permita
el éxito reproductivo del macho. La mayor parte de las investigaciones
al respecto se han realizado en muestras de eyaculados de humanos y de
roedores, y se ha indicado una disminucion en la concentraciéon, movilidad
y vitalidad espermatica (Jarup, 2003; Haouem et al., 2008; ATSDR, 2012).

En pacientes con infertilidad se ha determinado que la presencia de
Cd en la sangre tiene correlacion inversa con la concentracion espermatica
en el eyaculado, esto es, aminora el nimero de espermatozoides conforme
incrementa la bioacumulacion de Cd, y lo mismo ocurre con los parametros
de movilidad, pues los porcentajes se reducen (Benoff et al., 2009), por estas

razones es que se ha afirmado que la bioacumulacion en el aparato reproductor



masculino y su presencia en el semen interviene en la reproduccion de los
varones y favorece el incremento de infertilidad masculina, al reducir la calidad
espermatica (Pant et al., 2003). Lo anterior se suma al hecho de que eleva el
porcentaje de anormalidades morfologicas en los espermatozoides, las cuales
participan en la ejecucion del movimiento progresivo, en el reconocimiento y
en la posterior fertilizacion del ovocito, incluso se ha demostrado que el Cd
puede ocasionar la reaccion acrosomal de forma prematura (Oliveira et al.,
2009). El referido elemento genera mecanismos pro-oxidantes que incentivan
el desbalance en la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), las
cuales producen un aumento en la lipoperoxidaciéon de las membranas, lo que
en el caso de los espermatozoides de varones expuestos a Cd se ha comprobado
y se ha correlacionado con la azoospermia, debido a que el Cd tiene un efecto
adverso durante la espermatogénesis (Akinloye et al., 2006). A nivel del
nucleo y de la informacion genética que se resguarda en el espermatozoide,
se ha reportado que puede causar diversos danos al ADN (Xu et al., 2003;
Taha et al., 2013), debido a que hay un incremento en la fragmentacion y
en la descompactacion de esta molécula, por lo que parte de la informacion
almacenada en los acidos nucleicos se puede perder. Es por los anteriores
antecedentes que se ha propuesto como necesario seguir investigando con
mayor detalle los efectos del Cd en el epididimo, ya que puede ser que por
la exposicion per se haya una alteracion en el desempeno del mismo, o que
sea una consecuencia de la reduccion en la concentracion de T la que afecte
a la expresion y secrecion de proteinas relacionadas con la maduracion y
el almacenamiento de los espermatozoides, que ocurre como parte de las

funciones que cumplen las células epiteliales que los rodean.

7. Efecto del Cd en el epididimo y en
espermatozoides durante sumaduracion
Los estudios que reportan efectos del Cd sobre la funcion epididimaria

se centran en los parametros de calidad espermatica en muestras de
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eyaculados, tanto de humanos como de roedores. En dichas investigaciones
se ha demostrado que a causa del Cd se registra una baja concentracion de
espermatozoides y en el porcentaje de los vivos (Jarup, 2003; Haouem et al.,
2008; ATSDR, 2012). También se sabe que el Cd ocasiona un alto niimero de
anormalidades morfologicas a lo largo de todo el espermatozoide que afectan
el movimiento progresivo y que posteriormente limitan el reconocimiento y
fertilizacion del ovocito, aunado a que el Cd causa dano en el ADN de los
espermatozoides (Taha et al., 2013; Xu et al., 2013), a través de ERO, que
puede modificar la estructura e integridad de las membranas, lo que se ha
relacionado con azoospermia en varones infértiles (Akinloye et al., 2006).
Otro de los efectos negativos al ADN es la descompactacion de la cromatina
espermatica por la pérdida de las uniones en los puentes disulfuro (S-S)
entre los residuos de cisteina que unen a las protaminas y juntos estabilizan
la cromatina durante los estadios finales de la maduraciéon espermatica
(Quintero-Vasquez et al., 2015), por lo que estas alteraciones también se
han asociado con la infertilidad. Sin embargo, en estudios con exposicion
de espermatozoides a CdCl, in vitro, se ha reportado que no tiene un
impacto sobre la integridad de la cromatina espermatica, pero si sobre la
fragmentacion del ADN espermatico (Méndez et al., 2011).

En un estudio llevado a cabo por Ribeiro (2013) en ratas Wistar para
ver el efecto del Cd en la funcion epididimaria, tras la administracion en
una sola dosis a diferentes concentraciones de CdCl, (1.1, 1.4 y 1.8 mg/kg)
se observo que entre mayor es la cantidad hay una menor presencia de
espermatozoides en el lumen del tibulo de la region del segmento inicial, 1la
cabeza y la cola del epididimo. En este mismo estudio se evalu6 el diametro
del epitelio y la luz del tabulo, encontrandose un aumento en el espesor del
epitelio de la cabeza del epididimo de los animales tratados con 1.1y 1.4 mg/
kg de Cd, por lo que se sugiri6 que este efecto se debe a una incapacidad en la
reabsorcion del fluido luminal. Respecto de la luz del tabulo, se advirtio que
en la region de la cola del epididimo de los animales tratados con 1.8 mg/kg

de Cd hay una mayor proporcién en el diametro de la luz y una disminucion



en el nimero de espermatozoides presentes; en datos similares reportados
se indica que la exposiciéon a Cd disminuye la concentracion espermatica
en las tres regiones del epididimo y que lo mismo ocurre al examinar la
movilidad (Benoff et al., 2009). Se ha documentado que estos resultados
se pueden deber a que el Cd tiene un efecto negativo sobre la regulacion y
el mantenimiento de la barrera hemato-epididimaria (Dubé y Cyr, 2012),
lo que ocasiona cambios en la histologia del epididimo, incluyendo en el
grosor del epitelio, necrosis de las células epiteliales, vasoconstriccion y
edema intersticial junto con la infiltracion de células mononucleares, lo que
desemboca en la alteracion del proceso de maduracion espermatica, que
puede interferir y causar con ello infertilidad (Adamkovicova et al., 2014).
A pesar de que los estudios antes mencionados analizan los efectos
del Cd sobre parametros de calidad esperméatica y algunas caracteristicas
histologicas, falta considerar lo que corresponde a los cambios bioquimicos
propios de la maduracion epididimaria, como la glicosilacion de la membrana
de los espermatozoides que involucra aztucares como N-acetilglucosamina,
acido sialico, manosa y la fucosa, asi como la acciéon del Cd en los procesos
relacionados con la adquisicion de la movilidad espermatica, como es el caso

de la fosforilacion de residuos de tirosina en proteinas de espermatozoides.

7.1 Efecto del Cd en la glicosilacion de membrana
espermatica

De la realizacion adecuada y ordenada de los eventos de glicosilacion que
ocurren a nivel de la membrana plasméatica durante la maduracion
epididimaria, depende el desarrollo de la capacidad del espermatozoide
para atravesar las mucosas cervicales, acercarse al ovocito y fertilizarlo. Sin
embargo, no existen trabajos de investigacion que analicen con amplitud el
impacto que puede tener el Cd en estos procesos bioquimicos, aunque de
forma general es posible sehalar que si son afectados segin se describe a

continuacion.
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Como ya se menciond previamente, la N-acetilglucosamina es un
carbohidrato presente en la membrana plasmatica del espermatozoide
que cambia a lo largo del tubulo epididimario, por lo que se ha sugerido
que estas modificaciones estan relacionadas con la maduracion
espermatica (Hall y Killian, 1987). Tulsiani (2006) indago que la unién de
N-acetilglucosamina a residuos de glicoconjugados se realiza por medio de
la actividad de la enzima N-acetilglucosamiltransferasa, aunque no existe
del todo un patron bien diferenciado de su actividad; la descripcion sehala
que en la region distal de la cabeza del epididimo hacia la proximal de
la cola (cercanas al cuerpo del epididimo), la actividad de esta enzima es
mayor sobre los espermatozoides (Tulsiani, 2006); acerca del efecto que
el Cd puede tener sobre la actividad de enzimas de glicosilacion como
N-acetilglucosaminidasa, se ha evaluado in vitro en espermatozoides
de eyaculado de carpa y no se han encontrado diferencias significativas
entre las distintas concentraciones de Cd (1, 10 y 100 mg/L) y a diferentes
tiempos de incubacion (0, 4 y 24 horas), respecto de los espermatozoides
del grupo control (Sarosiek et al., 2009). No obstante, en el analisis de
nuestro equipo de trabajo hemos observado que la exposicion in vivo a Cd
disminuye la presencia de N-acetilglucosamina en los espermatozoides de
las tres regiones del epididimo de ratas Wistar expuestas a este toxico, a
diferencia de los espermatozoides de cada una de las mismas regiones del
epididimo de nuestro grupo control; esto se pudo visualizar por medio de
la unién especifica que tiene este carbohidrato con la lectina de Triticum
vulgare, o aglutinina del germen de trigo (Wheat germ agglutinin, WGA),
proteina que de igual forma puede reconocer a residuos de acido sialico,
un carbohidrato cuya presencia en los tejidos de la carpa (rihén, higado,
musculo y branquias) disminuye como resultado de la exposicion a Cd
(Aktag et al., 2010); sin embargo, hasta el momento no se habia descrito
con exactitud si el Cd pudiera afectar la presencia del acido sialico en
los espermatozoides que transitan a lo largo del epididimo, de ahi que

en nuestro grupo de trabajo analizamos la presencia y las modificaciones



de este carbohidrato a nivel de membrana plasmatica conforme avanzaba
a lo largo del epididimo, a fin de descifrar de qué manera se pudiera
estar danando la maduracion epididimaria en espermatozoides de
ratas Wistar expuestas a una dosis de 0.25 mg/Kg de CdCl,. Nuestros
resultados apuntan a que siempre hubo una baja presencia de acido
sialico en los espermatozoides de las tres regiones del epididimo, respecto
de los espermatozoides correspondientes a cada region de estudio del grupo
control; no obstante, alin es necesario saber si esto se debe a un efecto directo
del Cd sobre los sitios de union entre el acido sialico con sus glicoconjugados
o si se debe a que el Cd puede estar afectando per se la actividad de la
enzima sialiltransferasa, la cual de manera normal es alta en la region
de la cabeza del epididimo y disminuye significativamente hacia la zona
de la cola (Tulsiani, 2006). Asimismo, otra causa por la cual el Cd puede
alterar la presencia de acido sialico en los espermatozoides es que su efecto
toxico sobre el epitelio epididimario es capaz de dahar la secrecion de este
carbohidrato, pues se ha documentado que en condiciones normales es un
evento que debe ocurrir en el epididimo (Toshimori et al., 1988).

El papel que tiene la exposicion a Cd sobre la presencia de otros
carbohidratos en la membrana plasméatica del espermatozoide cuando
transitan por el epididimo es un proceso desconocido, como en el caso de la
adicion de la manosa y la fucosa en la membrana.

Acerca de lamanosa se ha descrito que es un carbohidrato localizado en
la membrana de los espermatozoides (Jiménez et al., 2006; Aliabadi et al.,
2013), con funcion activa en la reaccion acrosomal (Wu y Sampson, 2013) y
que tiene gran relevancia en la senalizacion de procesos posteriores, como
en la fertilizacién del ovocito (Belmonte et al., 2002). Por tal motivo, en la
investigacion que realizamos se evalu6 su presencia mediante su union
a la lectina de Canavalia ensiformis aglutinina (Concanavalina A, Con
A) en espermatozoides de las tres regiones del epididimo de ratas Wistar
con tratamiento de CdCL,. Se encontraron porcentajes bajos de manosa en

el area del glicocalix de los espermatozoides versus un alto porcentaje de
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espermatozoides sin presencia de este carbohidrato en la misma region en
las ratas administradas con Cd, resultados que fueron significativamente
opuestos a los obtenidos en los espermatozoides de ratas empleadas como
grupo control, por lo que consideramos que dichas variaciones en presencia
de manosa en los espermatozoides son ocasionadas por el Cd y pueden
repercutir tanto en el proceso de maduraciéon como en la capacitacion y
fertilizacion, de tal forma que el Cd podria afectar el potencial fertilizante
de los espermatozoides.

Otro interés en nuestro grupo de trabajo fue investigar si el Cd
generaba alguna alteracion en la fucosa presente en los espermatozoides
de ratas Wistar expuestas a este metal pesado, pues a la fecha no se
ha descrito algo al respecto; sin embargo, es importante mencionar
que cualquier tipo de modificacion en la presencia y en el orden en
que se integre fucosa al glicocalix del espermatozoide, puede ocasionar
problemas de fertilidad masculina (Tecle y Gagneux, 2015). Del analisis
que se efectud con el uso de la lectina Ulex europaeus aglutinina (UEA),
que es una proteina afin a los residuos de fucosa, obtuvimos que en los
espermatozoides de ratas con administracion de CdCl, se tenia un patron
opuesto al de los del grupo control, es decir, se detecté un bajo porcentaje
en la presencia de este carbohidrato en espermatozoides de la cabeza del
epididimo y fue aumentando hacia la region de la cola, mientras que en los
espermatozoides de la cabeza del epididimo de ratas control se tenia un
gran porcentaje de fucosa, que posteriormente disminuia hacia la cola del
epididimo. Cabe mencionar que en el trabajo de investigacion de Tulsiani
(2006) se indica que la integracion de fucosa hacia la membrana plasmatica
de los espermatozoides la lleva cabo la enzima fucosiltransferasa, la
cual tiene una alta actividad en la cabeza y se reduce hacia la cola del
epididimo, por lo que el Cd podria afectar la sintesis y funcion de esta
enzima, que se regula a partir del epitelio epididimario y por lo tanto ser
una de las causas en las diferencias observadas en espermatozoides del

grupo tratado con Cd.



8. Efecto del Cd en la fosforilacion

de residuos de tirosina de proteinas
durante la maduracion espermatica

Se ha considerado a la fosforilacion de tirosinas como uno de los cambios
intracelulares mas importantes que ocurren en el espermatozoide durante
la maduracion epididimaria, debido a que se ha tomado como la base
molecular esencial para el desarrollo coordinado del movimiento progresivo,
la capacitacién y la reaccion acrosomal del espermatozoide en el oviducto de
la hembra, por lo que las alteraciones que genera en este proceso la exposicion
a Cd pueden ser causa principal en la infertilidad masculina.

Una de las modificaciones que ocasiona el Cd durante los eventos de
fosforilacion es que afecta la actividad de las tirosincinasas (enzimas con
la capacidad de transferir un grupo fosfato a un residuo de tirosina de una
proteina), o a los sitios de union de las proteinas sustrato, por lo que se
ha tomado a esta circunstancia como una explicaciéon a los estudios que
senalan que tanto en animales como en seres humanos con exposiciéon a Cd
se presentan alteraciones en la movilidad espermatica (Da Costa et al., 2016).
Por otra parte, también se ha descrito que las fallas en la movilidad esperméatica
como consecuencia del Cd pueden deberse a un desgaste energético y a una
disminucioén de la concentracion de ATP/AMP, pues el estado de fosforilacion
esta regulado por una via dependiente de adenosinmonofosfato ciclico (AMPc),
lo que influye sobre la actividad de proteinas cinasas y fosfatasas.

De acuerdo con el estudio in vitro de Wang et al. (2016), en el que
observaron el efecto del Cd (usando diferentes concentraciones: 0.1,
0.5, 1, 5, 10 y 50 uM, en un medio basal) en la fosforilacion de proteinas
en espermatozoides de la cola del epididimo de raton, se determind que
incrementaba el porcentaje de proteinas fosforiladas en espermatozoides con
exposicion a CdCl,, comparados con el grupo control, al que no se le administro
Cd. Empero, senalan que el aumento de proteinas fosforiladas en residuos de
tirosina no es un hecho que pueda favorecer en todas las especies el desarrollo

de la movilidad de los espermatozoides, debido a que cuando analizaron los
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parametros de movilidad espermatica, salvo el de inmoéviles, los demas se
presentaron anulados.

Particularmente, en la investigacion que se llevo a cabo en nuestro equipo
de trabajo, se observd que una concentracion de 0.25 mg/Kg de CdCl, por via
intraperitoneal también provoca un incremento de proteinas que se fosforilan,
pues se tuvo un aumento progresivo de este proceso en espermatozoides de la
region de la cabeza al cuerpo del epididimo, y posteriormente fue mayor en
aquellos de la region de la cola de sujetos tratados con Cd, lo cual fue distinto a lo
encontrado en espermatozoides de sujetos control, cuyo patron de fosforilacion
de proteinas era similar entre las areas de la cabeza y el cuerpo del epididimo,

y disminuian notablemente en la region de la cola.

9. Conclusion

La informaciéon reunida en los diversos estudios que se consultaron en
este capitulo senala que la adquisicion de la capacidad fertilizante de los
espermatozoides depende de la correcta funcionalidad del epididimo y de
los distintos cambios que propicia sobre los espermatozoides, en tiempo y
espacio, a lo largo del mismo. Sin embargo, las alteraciones que genera el Cd
sobre el epitelio y funciones del epididimo modifican los cambios requeridos
para la maduracion, de manera que se afecta la adicion de carbohidratos
de la membrana plasmatica y la fosforilacion de proteinas en residuos de
tirosina de los espermatozoides en las tres regiones del epididimo. Asi, la
exposicion a Cd puede perturbar la maduracion esperméatica epididimaria y
ser una de las causas de las diversas fallas en inhibicion en la movilidad y con
ello propiciar el aumento de problemas al momento de la fertilizacion del

ovocito, incrementando los casos de infertilidad masculina en la actualidad.




Figura 1. Organizacion esquematica del epididimo de rata. Las cuatro regiones del
epididimo, cabeza, cuerpo y cola estan representadas, asi como el segmento inicial.
Las lineas indican el sitio donde se dividen las diferentes regiones (Hernandez-
Rodriguez et al., 2016).

Conducto
| deferente

Figura 2. Estructura anatomica del espermatozoide de la rata.

Acrosoma Pieza de

Y
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Glosario

17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(17B-HSD): enzima con la
capacidad de convertir a la
estrona en estradiol.

3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3B-HSD): enzima con la
capacidad de sintetizar
pregnenolona a progesterona
(17-hidroxipregnenolona a
17-hidroxiprogesterona) y
dehidroepiandrosterona a
androstenediona en la glandula
suprarrenal.

5a-dihidrotestosterona (DHT):
metabolito activo de la
testosterona con alto poder
bioldgico, debido a que la DHT
tiene una afinidad tres veces
mas alta que la testosterona
y 15-30 veces mas alta que los
androgenos suprarrenales con
el receptor para androgenos.
Es sintetizada por la enzima
5a-reductasa que disminuye
el doble enlace 4,5 de la
testosterona. En los hombres,
aproximadamente 5% de la
testosterona es reducida a DHT.
En el desarrollo embrionario,
la DHT es fundamental para
la formacion de los genitales
externos masculinos y en el
adulto acttia como el androgeno
principal en la prostata y
foliculos pilosos.

ADN: acido desoxirribonucleico, una
compleja cadena de polimeros que
almacenan toda la informacién
genética de un ser vivo.

ADN Acrosoma: estructura en forma
de casquete que recubre al
nicleo con el ADN, se sittua

en la parte anterior de la
cabeza del espermatozoide y
contiene enzimas hidroliticas
cuya participacion es relevante
durante el proceso de
fecundacion.

Bioacumulacioén: proceso de acumulacion
de sustancias quimicas toxicas
en diferentes tejidos de los
organismos vivos, cuyas
concentraciones son méas altas
que las existentes en el medio
ambiente o en los alimentos,
tras entrar por via respiratoria,
digestiva o cutanea.

Cadmio (Cd): elemento quimico cuyo
ntumero atéomico es el 48 y
su simbolo quimico es Cd; se
encuentra en el grupo 12 de la
tabla periddica de los elementos.
Es considerado como un metal
pesado, por tener una densidad
igual o superior a 5 g/ml, pues
su peso atomico es de 112.40
g/mol; es un metal suave,
color plata-blanquecino que
generalmente no se presenta
en el ambiente en forma pura,
pero forma compuestos con otros
elementos como el oxigeno (O)
(6xido de cadmio, CdO), cloro
(C1) (cloruro de cadmio, CdCL,) o
azufre (S) (sulfato y sulfuro de
cadmio, CdSO, y CdS).

Epididimo: 6rgano que se divide en
cabeza, cuerpo y cola; se compone
de un solo tubo estrecho, largo y
enrollado, cuya longitud depende
del tipo de especie. Esta ubicado
en la parte superior del testiculo
y une a los conductos eferentes
con el conducto deferente.



Especies reactivas de oxigeno (ERO):

moléculas pequenas con alto poder
reactivo, debido a que tienen una
capa de electrones de valencia no
apareada, se pueden formar de
manera natural como subproducto
del metabolismo normal del
oxigeno y tienen un importante
papel en la senalizacion celular.
Sin embargo, un aumento
descontrolado en su concentracion
puede originar dahos significativos
en estructuras celulares.

Espermatogénesis: serie ordenada de

ambos tipos de division celular
(mitosis y meiosis) que junto

con la espermiogénesis produce
espermatozoides anatomicamente
completos a partir de células
espermatogonias, con la
participacion de las células de
Sertoli y las células de Leydig en
los tibulos seminiferos.

Espermatozoide: célula sexual haploide

portadora del material genético
masculino, que tiene el potencial
de moverse.

Estradiol (E, o 17p-estradiol): hormona

sexual esteroide que se deriva
del colesterol; para su formacion,
la enzima aromatasa toma a

la testosterona como sustrato

y la aromatiza. En las mujeres
es producido por las células
granulosas de los ovarios.

Flagelo: apéndice movible con forma de

latigo que se presenta en una
gran diversidad de organismos
unicelulares y en algunas células
de organismos pluricelulares.

En los espermatozoides es una
estructura necesaria para la
movilidad.

Fosforilacion: adicion de un grupo fosfato

a cualquier otra molécula, por

ejemplo, a un aminoacido de una
proteina. Este es el mecanismo
basico de transporte de energia
desde el sitio en que se produce
hasta en donde es requerida.

La fosforilacion es uno de los
mayores procesos que regula

la actividad de las proteinas,
particularmente de enzimas.

Gametos: del griego upameeté “esposa” o
youétng gamétes “marido”, son
células sexuales haploides (n),
originadas por mitosis y meiosis a
partir de las células germinales.
Se nombran de acuerdo con el
sexo del portador, ovocito para el
femenino y espermatozoide para
el masculino; tras su fusion, se
da origen a una célula cigoto con
dos conjuntos de cromosomas o
diploide (2n).

Glicocalix: estructura compuesta por
la presencia de abundantes
oligosacaridos que estan unidos a
una gran cantidad de proteinas.

Glicohidrolasas: grupo de enzimas
hidroliticas que separan
residuos de un aztcar de los
glicoconjugados existentes.

Glicosilacion: modificaciones que
permiten la integraciéon o
separacion de una o mas cadenas
de glicanos a una cadena
principal por medio de enlaces
covalentes.

Glicosiltransferasas: conjunto de enzimas
sintéticas que adicionan residuos
de azlicares a un aztcar donante
(aztcar de nucleotido).

In vitro: del latin “dentro del vidrio”,
término que se emplea para las
técnicas que se realizan como
parte de un experimento en un
ambiente controlado fuera de un
organismo vivo.
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In vivo: del latin “dentro de lo vivo”,
término que se emplea para las
técnicas que se llevan a cabo
dentro de un organismo vivo,
como las pruebas realizadas con
animales y a los ensayos clinicos.

Infertilidad idiopatica: incapacidad
con etiologia desconocida para
lograr un embarazo en un plazo
no mayor a un ahno.

Infertilidad: imposibilidad de lograr un
embarazo luego de un ano de
relaciones sexuales regulares
sin el uso de algin método

anticonceptivo.
Lectina: proteina de origen vegetal

o animal con la capacidad de
unirse con alta especificidad
a los residuos de un azucar
especifico.

Membrana plasmaéatica: integrada por
una bicapa lipidica que engloba
y da forma a la célula, esta
integrada por fosfolipidos,
glucolipidos y proteinas.
Mantiene el equilibrio entre el
interior (medio intracelular) y
el exterior (medio extracelular),
y regula la entrada y salida
de diversas sustancias entre
el citoplasma y el medio
extracelular.

Ovocito: del latin ovtlum, diminutivo
de ovum “huevo”, es una célula
sexual haploide portadora del
material genético femenino, el
cual es grande e inmovil.

Potencial fertilizante: capacidad que
adquieren los espermatozoides
para moverse progresivamente,
reconocer y unirse a la zona
pelucida a fin de fecundar un
ovocito.

Puente disulfuro (S-S): enlace covalente
fuerte entre grupos tiol (-SH)
de dos cisteinas; este tipo de

enlace es de gran relevancia en
la estructura, plegamiento y
funcion de las proteinas.

Rete testis: compleja red interconectada
que se forma en los extremos
de los tubulos seminiferos, se
localiza en la parte superior del
testiculo y actia como puente
de union con los conductos
eferentes.

Testiculo: 6rgano del aparato reproductor
masculino que cumple con una
doble funcién: ser una gonada
en la que se producen los
espermatozoides y una glandula
en la que se sintetiza y secretan
hormonas esteroides sexuales,
entre ellas la testosterona.

Testosterona (T): es la principal
hormona esteroidea sexual
en los varones, pertenece al
grupo de los androgenos; se
produce principalmente en los
testiculos dentro de las células
de Leydig, aunque las glandulas
suprarrenales pueden secretar
cantidades pequenas. Durante
el desarrollo embrionario
se encarga de diferenciar al
aparato reproductor masculino
y en la pubertad proporciona los
caracteres sexuales secundarios.

Tirosina: aminoacido no esencial en los
mamiferos, estd formado por un
carbono central alfa (Ca) unido
a un atomo de hidrégeno (-H),
un grupo carboxilo (-COOH),
un grupo amino (-NH,) y una
cadena lateral (grupo fenolico).

Tirosincinasas: enzimas con la
capacidad de transferir un grupo
fosfato a un residuo de tirosina
de una proteina, o a sitios de
unioén de las proteinas sustrato.
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1. Introduccion

través de la historia, la humanidad se ha enfrentado a diversas

circunstancias que han puesto en peligro a todos los seres vivos

(plantas y animales), riesgos de variada naturaleza que van desde
fenémenos naturales, guerras, epidemias, o contaminacion con diferentes
compuestos que se encuentran en el ambiente. La mayoria de dichos compuestos
fueron sintetizados por el hombre para mejorar su calidad de vida; sin embargo,
estas sustancias son capaces de afectar a los individuos expuestos, aun sin ser
los organismos blanco para los cuales fueron disehados, por ejemplo, el caso de
los plaguicidas y herbicidas (Sacchettini et al., 2015). Hoy en dia existe una gran
preocupacion sobre los efectos de los agentes xenobioticos en animales silvestres
y en los humanos, ya que su desempeno se puede alterar cuando se encuentran
expuestos a contaminantes de distinta naturaleza, ya sea fisica, quimica o
biologica. En la altima década, la investigacion se ha enfocado a evaluar el
efecto de la exposicion a sustancias como los bifenilos policlorados (PCBs),
plaguicidas organoclorados y organofosforados, ftalatos, compuestos
perfluorados (PFCs), etcétera, en la salud humana. En esta revision nos

concentraremos en analizar los efectos de los PFCs en la reproduccion.

1.1 Toxicologia reproductiva
La toxicologia reproductiva es la rama de la Toxicologia que estudia el

impacto deletéreo producido por xenobidticos en la reproduccion, incluye



los trastornos sobre la fertilidad, el desarrollo embrionario y alteraciones
en la descendencia (Repetto, 1997). Los xenobioticos pueden ser agentes
quimicos naturales o sintéticos, biologicos y fisicos (Bonilla et al., 2001). Los
trastornos en la fertilidad abarcan efectos en la libido, el comportamiento
sexual, espermatogénesis y ovogénesis, la actividad hormonal, el proceso de
fertilizacion y el desarrollo del cigoto hasta la fase de implantacion (Caméan
y Repetto, 2006).

1.2 Los compuestos perfluorados

Los PFCs son un grupo de productos quimicos que no se encuentran
naturalmente en el medio ambiente y se han utilizado desde la década de
los 50. La estructura de estos productos esta constituida por una cadena
de carbonos rodeados por atomos de fliior y un grupo acido o amida situado
en el extremo de la cadena de carbonos; son compuestos muy estables,
hidrofobos y oledfobos (Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de
Enfermedades, 2009). Estas propiedades tinicas han dado lugar a su amplio
uso, por ejemplo, en formulaciones protectoras de carton, alfombras y
productos de cuero, en la industria textil como repelente al agua y la grasa.
Los PFCs se han utilizado también en las espumas contra incendios y en
la produccion de recubrimientos antiadherentes en utensilios de cocina y
algunas prendas de vestir (DRAFT, 2011).

Los PFCs con mayor volumen de produccion son el sulfonato de
perfluorooctano (PFOS) y el acido perfluorooctanoico (PFOA); seguidos de
éstos, con una cantidad menor de produccién, se encuentran el sulfonato
de perfluorohexano (PFHxS) y el acido perfluorononanoico (PFNA). Sélo en
Estados Unidos la produccion reportada de PFOS y PFOA en 2002 fue de
6,804 kg y 226,796 kg, respectivamente (DRAFT, 2011). Los precursores
de los PFCs son alcoholes fluorotelomericos (FTOHs), cuyos volimenes de
fabricacion han sido estimados en 11,000-14,000 ton, después de 2002,
originando una produccion global de 44,000-80,000 ton para los acidos
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carboxilicos perfluorados (PFCA) (entre 1951-2004) y de 96,000 ton de fluoruro
de perfluorooctano sulfonilo (PFOSF) (entre 1970 y 2002), respectivamente
(Zhao et al., 2012). En la tabla 1 se muestran los PFCs mas conocidos y
abundantes que se encuentran en productos alimenticios de consumo humano
de la poblacion de Cataluna, Espana (Castells et al., 2012).

Los PFCs son altamente persistentes en el ambiente y son capaces de
resistir condiciones extremas; debido a estas caracteristicas son adecuados
para aplicarlos en utensilios de cocina que resisten altas temperaturas y en
la elaboracion de materiales que tienen contacto con acidos o bases fuertes.
Los enlaces carbono-flior son muy fuertes, lo que causa la permanencia
de estas sustancias en el ambiente (ATSDR, 2009; Weiss et al., 2009). Se
descomponen muy lentamente en el aire y el suelo, pasando de este altimo al
agua subterranea, que recorre grandes distancias por las corrientes oceanicas
hasta llegar a los lugares mas remotos (Giesy et al., 2001). Los precursores
de los PFCs, los FTOHs, son sustancias muy volatiles capaces de ser
transportadas por amplios trayectos y ser degradadas a PFCs a través de
mecanismos abioticos y bioticos. Debido a esto, se han detectado niveles
considerables de PFCs en lugares lejanos a los sitios de produccion y consumo,
como el Artico y el Atlantico Norte, en donde las concentraciones reportadas
van de 130 a 650 pg/L, y el Mar de Groenlandia, cuyas concentraciones oscilan

entre 45 y 280 pg/L (Gabrielsen, 2012; Zhao et al., 2012).

1.3 Vias de exposicion a compuestos perfluorados

En los Glltimos anos se han incrementado los estudios en animales y humanos
expuestos a los PFCs, ya que existen evidencias de la acumulacion de estos
compuestos en los organismos (Cassone et al., 2012). Hay reportes que
indican que en el plasma sanguineo humano existen concentraciones mas
altas de PFCs que de otros compuestos; por ejemplo, las concentraciones
pueden ser hasta 50 veces mayores que de los PCBs y 450 mas que de

hexaclorobenceno (Karrman et al., 2006).



Los PFCs pueden ingresar al cuerpo a través de los pulmones, cuando se
respira aire que los contiene (actualmente hay poca informacion sobre la cantidad,
la velocidad y qué tipos entran en mayor cantidad por esta via; Fraser et al., 2013);
también lo hacen a través del tracto digestivo, mediante el consumo de alimentos o
agua contaminada, o bien, por la piel, cuando se tiene contacto con polvos, aerosoles
o liquidos (Domingo, 2012). En la figura 1 se ilustran las posibles vias de absorcion
de algunos compuestos toxicos entre los cuales estan los PFCs.

Se han reportado diferentes concentraciones de compuestos perfluorados
en productos tan variados como aquellos de uso personal, en contenedores de
alimentos, recipientes desechables, recipientes herméticos, utensilios de cocina e
incluso en algunos alimentos como la miel (Eom et al., 2014; Surma et al., 2016).
Sin embargo, los productos del mar como pescados y mariscos son la principal
fuente de exposicion (Haug et al., 2010). El analisis del plasma sanguineo
de poblaciones ubicadas en el norte de Noruega y las Islas Feroe (Reino de
Dinamarca) confirmaron la relacion entre la presencia de estos compuestos y su
dieta diaria (Weihe et al., 2008; Rylander et al., 2009).

Actualmente existe la preocupacion de una posible exposicion a estos
compuestos mediante agua contaminada, de tal manera que tanto en Europa,
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), como la EPA y la
Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR) en
Estados Unidos, han emitido recomendaciones sobre los limites permisibles
de dichos compuestos en agua para el consumo humano; por ejemplo, en el
estado de Minnesota, los niveles permisibles de PFOS y PFOA son de 300 ng/L
(Grandjean y Budtz-Jgrgensen, 2013).

Es posible que cantidades pequenas de PFCs ingresen al cuerpo a través de
la piel, una vez dentro del organismo se unen a la alboimina del suero sanguineo,
através de la cual se transportan y bioacumulan en 6rganos como higado y rinon,
por mencionar algunos (Zhang et al., 2009; Governini et al., 2011; Kato et al.,
2011; Buck Louis et al., 2015). En la figura 2 se concentran los porcentajes de
ingesta de PFCs de acuerdo con los alimnetos que se consumen diariamente en

una poblacion de Cataluna.
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En el humano, el PFOA y el PFOS tienden a permanecer sin cambios
durante largos periodos; se ha reportado que la vida media de estos
contaminantes es de 3.5 a 7.5 anos en el plasma sanguineo (Shankar et al.,

2011; Buck Louis et al., 2015).

1.4 Viasdeeliminacion de los compuestos perfluorados
A diferencia de otros compuestos como los PCBs, los PFCs no se pueden
eliminar mediante la transpiracion corporal (Genuis et al., 2013). La
principal via para desecharlos es la orina; también se ha observado que
la leche materna puede ser otra forma de eliminaciéon que a su vez puede
contribuir a la exposicion de los lactantes a estos agentes, ya que se han
detectado concentraciones importantes de estos compuestos en ella (Goosey
y Harrad, 2012; Mondal et al., 2014). En un estudio realizado en la poblaciéon
japonesa femenina, se encontraron evidencias sobre la eliminacion de
los PFCs mediante el sangrado menstrual, ya que los niveles de dichos
compuestos en plasma sanguineo disminuyeron mas rapidamente en
mujeres que en hombres (Harada y Koizumi, 2009).

Algunos reportes indican que en embarazadas y durante la lactancia
la concentracion de PFCs disminuy6 en el plasma sanguineo, debido a la
transferencia de estos contaminantes al feto, a través del cordon umbilical,
y al recién nacido por medio de la leche (en la que se localizaron hasta nueve
PFCs) (von Ehrensteina et al., 2009; Whitworth et al., 2012). Estos datos
indican un alto riesgo de exposicion de los individuos a diferentes toxicos

desde el inicio de su vida.

2. Los compuestos perfluorados
en la reproduccion
Las altas concentraciones de PFCs encontradas en plasma de animales y

humanos se han relacionado con padecimientos que afectan a los individuos



expuestos; por ejemplo, en la rata, con la aparicion de tumores en el higado.
Estudios in vivo en roedores también han mostrado diversos efectos sobre la
neuroendocrinologia, la reproduccion y el desarrollo embrionario (EPA, 2012).

Actualmente se ha reportado un descenso en la fertilidad en los
humanos, hoy en dia se calcula que a nivel mundial 15% de las parejas en
edad reproductiva sufren algtin problema relacionado con la fertilidad, cifra
que podria llegar a ser aproximadamente de 70 millones de parejas, lo cual
se ha relacionado con la exposicion a diferentes agentes xenobioticos, entre

los que estan los PFCs (Teg-Nefaah et al., 2013; Agarwal et al., 2015).

2.1 Alteraciones relacionadas con la

reproduccion masculina

Los estudios epidemiolbogicos que relacionan la fertilidad masculina con
los PFCs estan en sus inicios, a diferencia de los que se han realizado en
animales experimentales que sugieren que estos compuestos alteran la
fecundidad. En roedores expuestos a estos contaminantes se ha reportado
una disminucion de la testosterona sérica y una reduccion en el peso de
las glandulas sexuales accesorias (Bookstaff et al., 1990). En el humano, a
pesar de varios reportes epidemiologicos, alin existe controversia entre la
relacion de los PFCs y las enfermedades reproductivas. La infertilidad en
los varones es un problema ampliamente investigado; se ha estimado que
del total de los casos reportados de infertilidad de pareja, de 20 a 30% recae
en el hombre (Agarwal et al., 2015).

Actualmente hay pocos reportes que asocien la exposicion a PFCs y
diversas alteraciones en la salud masculina. Nordstrom et al., (2009) y
Toft et al., (2012) expusieron problemas relacionados con la calidad del
semen, como defectos en la morfologia de los espermatozoides y dano en la
integridad del ADN; otros autores han observado efectos similares (Vested
et al., 2013), quienes indican una posible asociacion entre la exposicion a

PFOS y PFOA durante la vida intrauterina y su repercusion en la calidad
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del semen, volumen testicular y niveles de las hormonas reproductivas en
hombres adultos. La exposicion al PFOA durante la vida intrauterina indico
una tendencia en el aumento de LH y F'SH en el adulto, ademas de una baja
concentracion espermatica. En una poblacion danesa de jovenes de 19 ahos
se encontrd vinculo entre altas concentraciones de PFOS, PFOA y PFHxS
en el plasma sanguineo y una disminucion en la concentracion espermatica
normal, de 15.5 a 6.2 millones de espermatozoides (Nordstrom et al., 2009).
Atn existe controversia entre la relacion de PFOS y PFOA con la fertilidad
masculina, ya que en un estudio posterior llevado a cabo en varones de
la misma nacionalidad sometidos a analisis en clinicas de infertilidad no
se encontro correspondencia entre la concentracion de PFOS y PFOA en
el plasma y el volumen de semen, concentracion y movilidad espermatica
(Raymer et al., 2012).

En un trabajo posterior se examinaron seis PFCs: acetato de
2-(N-metilperfluorooctano sulfonamida) (Me-PFOSA-AcOH), acido
perfluorodecanocico (PFDeA), PFNA, sulfonamida de perfluorooctano
(PFOSA), PFOS y PFOA y su vinculo con la calidad espermatica en 17
muestras de semen de hombres estadounidenses. E1 PFOSA se asocid con
cabezas de menor tamano, un bajo porcentaje de capacidad de tincién en el
ADN y un mayor porcentaje de espermatozoides bicéfalos e inmaduros. El
PFDeA, PFNA, PFOA y PFOS tuvieron relacion con un menor porcentaje de
espermatozoides con flagelos enroscados. Todo esto sugirié que algunos de los
compuestos mencionados pueden causar un efecto indeseable, pero se indica
una necesidad de realizar mas trabajos para corroborar estos hechos (Buck

Louis et al., 2015).

2.2 Alteraciones relacionadas con la
reproduccion femenina
Aunque hay estudios en animales y humanos que indican una relacion

entre la exposicion a los PFCs y alteraciones en las funciones reproductivas,



existen escasas publicaciones sobre el efecto de estos compuestos en
la fertilidad de la hembra. Dominguez et al. (2016) reportaron un efecto
adverso del PFOS en la viabilidad y maduracion in vitro de ovocitos de
cerdas prepuberes expuestos durante su maduracion, siendo 32 y 22 nM la
concentracion letal 50 y la inhibicion de la maduracion 50, respectivamente.

Los PFCs, como ya se ha mencionado, pueden encontrarse en plasma
sanguineo; ademas, en mujeres se ha reportado su presencia en el fluido
folicular. Estos compuestos se han relacionado con diversas patologias como
el sindrome de ovario poliquistico (Vagi et al., 2014), endometriosis (Buck
Louis et al., 2012), alteraciones en el ciclo menstrual (Lyngsg et al., 2014) y
aparicion de menopausia precoz (Konkel, 2014). Ademas, se han relacionado
con la disminucion de tasas de fertilizacion y de embarazo (Governini et al.,
2011; Jacquet et al., 2012). A continuacion se indica la relacion que existe

entre los PFCs, algunas patologias y los estudios efectuados.

Sindrome de ovario poliquistico (SOP): trastorno caracterizado
por hiperandrogenemia, aumento de LH, hiperestrogenemia e
hiperprolactinemia, a menudo asociado con resistencia a la insulina. Es
la endocrinopatia mas comtn en mujeres en edad reproductiva, capaz de
aumentar el riesgo de infertilidad, patologia endometrial y enfermedad
cardiometabolica (Builes et al., 2006; Bremer, 2010; Barthelmess y Naz,
2015). En una investigacion hecha por Vagi et al., (2014) se planted una
correlacion entre las concentraciones de contaminantes ambientales
especificos —como los insecticidas organoclorados, ftalatos y PFCs— y el
SOP. Los resultados del estudio respecto de los PFCs indicaron una mayor
probabilidad de SOP en mujeres con altas concentraciones séricas de

PFOA y PFOS.

Endometriosis: enfermedad cronica que se caracteriza por la presencia
de tejido endometrial fuera del Gtero y se puede presentar en mujeres de

todos los grupos étnicos y sociales, la prevalencia reportada es de alrededor
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de 10% en la poblacion general (Moradi et al., 2014). En la actualidad,
la incidencia de endometriosis se ha vinculado con la exposicion a
contaminantes ambientales persistentes. Buck Louiset al. (2013) observaron
una correlacion entre la concentracion plasmatica de PFOS y PFOA y una
mayor probabilidad de endometriosis moderada o grave. A pesar de esto, se
requieren mas estudios que permitan aclarar esta posible asociacion y, de

ser asi, averiguar los mecanismos de acciéon que desencadena esta patologia.

Alteraciones en el ciclo menstrual: la presencia de PFOA en el plasma
sanguineo se relaciond con un alargamiento de los ciclos menstruales
en mujeres de Groenlandia, Ucrania y Polonia. En la poblacion danesa
también se atribuy6 un retardo en el tiempo para lograr la gestacion y baja
fecundidad a la exposicion a PFOS y PFOA (Lyngsg et al., 2014).

Menopausia precoz: la menopausia es un proceso fisiologico en el que la
mujer deja de ovular y se presenta normalmente entre los 40 y 50 ahos. La
menopausia temprana ocurre antes de los 40 anos y se ha relacionado con
un mayor riesgo cardiovascular y puede ser indicador de envejecimiento
biologico. El aumento del riesgo cardiovascular en la menopausia puede
ser consecuencia de la privacion de estrogenos, o como resultado de
hipertension, diabetes, obesidad visceral, dislipidemia y disfuncion
endotelial, que se producen con el envejecimiento (Ebong et al., 2014). En
un analisis llevado a cabo en mujeres estadounidenses se evalud la posible
asociacion entre las concentraciones plasmaticas de PFOA, PFOS, PFNA y
PFHxS y la aparicion de una menopausia temprana (Konkel, 2014; Taylor
et al., 2014). Los resultados mostraron que aquellas con concentraciones
plasmaticas elevadas tuvieron una mayor probabilidad de presentar
menopausia precoz, en comparacion con las de niveles bajos de estos
compuestos; el estudio también revel6 que las mujeres con concentraciones
altas de PFHxS registraron probabilidad de 3.5 veces mas de sufrir una

histerectomia.



3. Los compuestos perfluorados

como disruptores endocrinos

Los PFCs son considerados disruptores endocrinos, que son sustancias
exdgenas capaces de interferir con la sintesis, secrecion, transporte,
metabolismo, union al sitio blanco o la eliminacién de hormonas naturales
presentes en el cuerpo, las cuales son responsables de la homeostasis, la
reproduccion y el proceso de desarrollo (Diamanti-Kandarakis et al., 2009;
Knox et al., 2011). En un trabajo de Fields (2008), en la linea celular PC-
12 de rata, se report6o que PFOSA, PFOS, PFOA y PFBS disminuyeron la
viabilidad y capacidad de sintetizar ADN y reproducirse. E1 PFOSA fue el
que mostro danos mas evidentes, ya que evito casi en su totalidad la sintesis
de ADN, la division celular y aument6 la produccion de estrés oxidante, aun
en concentraciones bajas.

Datos colectados por la National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANES) en 2007, indicaron que 98% de las muestras de sangre
tomadas de personas adultas en Estados Unidos revelaron la presencia de
PFOS y PFOA (Haug et al., 2010), lo que significa que aun la poblacion
no laboralmente expuesta presenta riesgo de acumular estas sustancias
potencialmente toxicas que se encuentran en el ambiente o en productos
de consumo. Estos compuestos son capaces de alterar la regulacion del
eje hipotalamo-pituitaria-ovario y provocar alteraciones en los ciclos
menstruales, asi como retardar la ovulacion. Ademas, el PFOA y el PFOS
pueden afectar la funcion hormonal (Jensen y Leffers, 2008; Zhao et al.,
2010). El1 PFOA puede alterar la producciéon de hormonas esteroides via
ovarica como un disruptor endocrino. En roedores, la exposiciéon durante la
gestacion produjo alteraciones a corto o largo plazo, pero se ha sugerido que
la posibilidad de daho no es igual en todas las especies (White et al., 2011).

Los PFCs como disruptores endocrinos se han analizado en diferentes
sistemas in vitro. En un estudio en células humanas de carcinoma
adrenocortical (H295R) se investigo el efecto de estas sustancias, los

resultados mostraron que el PFOS altero la esteroidogénesis e incremento
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de manera concentracion-respuesta la secrecion de estradiol, progesterona
y testosterona, aunque en menor cantidad estas dos tltimas hormonas.
El PFOA y el PFNA disminuyeron la viabilidad; este ultimo, a altas
concentraciones, indujo la apoptosis en estas células (Kraugerud et al.,
2011). En la linea celular MFC7 BOS de cancer mamario se observo que
tanto el PFOS como el PFOA tuvieron efecto estrogénico en concentraciones
de 0.03-30 pg/ml y 30 pg/ml, respectivamente, mientras que una coexposicion
con los PFCs y 17 B estradiol (E) present6 un efecto antiestrogénico, por lo
cual estos compuestos pueden constituir una fuente de xenoestrogenos en

animales y humanos (Henry y Fair, 2013).

4, Efecto de los compuestos
perfluorados en la fertilizacion

La fertilizacion es el proceso en el cual se unen los gametos masculino
y femenino, formando un cigoto; finalmente su desarrollo da origen a
un nuevo organismo. La fertilizaciéon involucra varios procesos, como la
adecuada maduracion del ovocito y del espermatozoide, el reconocimiento y
la union de los gametos para que se lleve a cabo el subsecuente crecimiento
embrionario (Betancourt et al., 2003). Dicho proceso puede ser vulnerable
y estudios recientes indican que los PFCs tienen el potencial danar la
fertilidad humana.

Algunos reportes indican que los PFCs alteran la fertilidad en
las mujeres. En pacientes sometidas a programas de fertilizacion in
vitro y transferencia embrionaria se observd una relaciéon entre altas
concentraciones de PFCs en el fluido folicular y una disminucion en la
calidad de los ovocitos, menores porcentajes de fertilizacion y ntmero
de embriones producidos, en comparacion con el grupo que no presento
estos compuestos en dicho fluido (Governini et al., 2011). No obstante,
existe controversia en estos hechos, ya que en un estudio se documentoé que

altas concentraciones de PFOS y PFOA aumentaron 2.1% la probabilidad



de subfertilidad en mujeres noruegas multiparas, mientras que en nuliparas
no se hall6 una asociacion entre estos xenobiodticos y la subfertilidad
(Whitworth et al., 2012). En un estudio mas reciente, Buck et al. (2013)
advirtieron que la presencia del PFOSA en el plasma sanguineo coincidi6

con la disminucién en la fertilidad femenina.

5. Alteraciones durante la gestacion

y el desarrollo embrionario

En los altimos ahos se han incrementado los estudios sobre los efectos
de los PFCs durante la gestacion y el desarrollo embrionario humano,
ya que existen evidencias de efectos adversos de estos compuestos en
animales. Fei et al. (2007) reportaron que PFOS y PFOA podrian alterar
la homeostasis de las hormonas sexuales y los han asociado con la
incidencia de reabsorciones fetales y la pérdida de gestacion en animales
de laboratorio. Analisis efectuados con embriones de hamster mostraron
que los PFCs alteraron su morfologia cuando las hembras fueron
expuestas a éstos durante la gestacion, observandose una disminucion
en la masa corporal al nacimiento y un descenso en el crecimiento de los
organos y el esqueleto de tales roedores (Fei et al., 2008; Jacquet et al.,
2012; Koustas et al., 2014). Otro estudio in vivo, también en roedores,
determind que la exposicion prenatal al PFOA fue capaz de aumentar
el tamano del higado y disminuir el tejido mamario en los individuos
(Macon et al., 2011).

Woodruffet al. (2011) demostraron que cerca del 100% de las mujeres
estadounidenses embarazadas presentaba diferentes contaminantes
ambientales en el plasma sanguineo, entre éstos, PFCs; los resultados
mostraron la presencia de al menos cuatro de ellos. Actualmente se
ha reportado que durante el embarazo la madre, ademéas de brindar
nutrientes al feto, también puede exponerlo a ciertos contaminantes

como los PFCs, lo que se ha comprobado en diversos estudios, ya que
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se ha encontrado PFOA en el cordéon umbilical y en el liquido amniético
(Mondal et al., 2012; Stein et al., 2012).

Los PFCs también se han relacionado con afectaciones en la salud
de la mujer, como preeclampsia durante el embarazo. Starling et al.
(2014) evaluaron una posible relacion entre los PFCs y la preeclampsia
en noruegas, en dicho estudio participaron 466 mujeres, todas ellas con
diferentes niveles de PFCs en su plasma sanguineo; sin embargo, los
resultados indicaron que no hubo correlacion entre las concentraciones y

un mayor riesgo de sufrir preeclampsia en nuliparas.

6. Los compuestos perfluorados y
su efecto neurotoxico
Se ha reportado que los PFCs son sustancias potencialmente neurotoxicas
en animales altamente expuestos y que también pueden afectar los niveles
de proteinas de importancia funcional durante el crecimiento neuronal y la
sinaptogénesis (Chun-Yang et al., 2008; Johansson et al., 2009). En 2011,
White et al. postularon al PFOA como un toxico del desarrollo, ya que dicho
compuesto fue responsable de diversos problemas de salud en roedores,
también encontraron que la magnitud de las alteraciones endocrinas
dependi6 del grado de exposicion y de la respuesta en cada especie.
Algunos estudios se han enfocado en analizar el impacto de estos
compuestos en el desarrollo de los individuos; Feiy Olsen (2011) examinaron
una cohorte de nacimientos en Dinamarca en la que se analizd el posible
efecto en el comportamiento o problemas de coordinaciéon en nihos de
siete ahos expuestos en la etapa prenatal a PFCs. A pesar de que todos
los menores que participaron en el estudio tuvieron contacto con PFOA y
PFOS, los resultados mostraron que independientemente de los niveles de
PFCs de las madres en la etapa prenatal, no existié ninguna correlacion
entre los niveles de estos xenobioticos y los problemas de conducta o de

coordinacién motora en la infancia.



7. Efecto de los compuestos
perfluorados en el nacimiento

Los nihos, especialmente los recién nacidos, son mas sensibles a los
contaminantes ambientales en comparacioén con los adultos. En los primeros
meses de vida las vias metabolicas son inmaduras y la capacidad del bebé
para metabolizar y eliminar muchas toxinas es diferente a la de los adultos.
Aunque las exposiciones hayan ocurrido durante el periodo fetal o neonatal,
sus secuelas pueden ser a veces observadas en anos posteriores, por lo cual
se necesitan mas estudios para esclarecer los efectos de estas sustancias en
la salud humana (Unuvar y Buyukgebiz, 2012).

Se ha sugerido que el PFOS y el PFOA son capaces de reducir el peso
de ninos al nacimiento en un promedio de 69 y 104 g, respectivamente
(Betts et al., 2007), estos datos fueron apoyados por otros investigadores.
Fei et al. (2008) investigd en mujeres danesas que presentaban
diferentes concentraciones de PFOA y PFOS en la sangre durante el
embarazo temprano, los resultados mostraron una disminucién en la
longitud y peso de los recién nacidos, ademas de menor tamaho de la
cabeza, lo que sugiere que la exposicion fetal al PFOA puede afectar el
crecimiento de organos y esqueleto; la presencia de PFOS no se asocio
con ninguno de los parametros analizados. En ninhas britanicas, tanto
el PFOS como el PFOA redujeron el peso al momento del nacimiento en
un promedio de 140 y 108 g, respectivamente, en comparacion con las
nihas expuestas a bajas concentraciones en la etapa prenatal (Maisonet
et al, 2012).

En otros trabajos se ha dado seguimiento al desarrollo y la calidad
de vida durante la infancia de las personas que han tenido contacto con
PFCs durante la gestacion. Ode et al., (2014) evaluaron una posible
asociacion entre la exposicion fetal a PFOS, PFOA y PFNA y el trastorno
de hiperactividad con déficit de atencion (ADHD) en un grupo de ninos
nacidos en Suecia. Los resultados indicaron que no hubo relacion entre

el ADHD y la exposicion a los PFCs en la etapa fetal.

245

NASOAVIONTIYHd SOLSINdNOD SOT HA OLOHAH

NOIDONAOYdHY V'I



246

En la poblaciéon canadiense se puso de manifiesto que las hijas de
mujeres con PFOA y PFHxS en el plasma, aun en bajas concentraciones
(1.61 y 4.46 ng/ml), tienen posibilidad de presentar alteraciones en la
fertilidad (Vélez et al., 2015).

8. Los compuestos perfluorados

y el aborto involuntario

La toxicidad de los PFCs se ha demostrado en animales de laboratorio;
actualmente se tienen reportes que indican que altas concentraciones
de PFOA y PFOS son capaces de aumentar la mortalidad neonatal,
inhibir el crecimiento fetal y reducir el tamaho de la camada (Lau et
al., 2006; Lau et al., 2007). Sin embargo, a pesar de estos reportes, atin
hay pocos datos de estos compuestos y su relaciéon sobre dicha condicion
en la salud humana.

Kold et al. (2015) evaluaron la relacion entre las concentraciones
plasmaticas de PFCsy el aborto involuntario en Dinamarca y encontraron
una asociacion entre éste y las concentraciones séricas de PFDA, PFHxS
y especialmente de PFNA. Dichos hallazgos son de vital importancia
para la salud puablica, pero atin se requiere de mas estudios para conocer

si este patron se repite en todos los paises.

9. Conclusion

Los PFCs son ubicuos, capaces de bioacumularse en plantas, animales y
seres humanos. Su efecto negativo se ha estudiado mas en animales que en
personas. En la salud reproductiva de la gente, diversos autores reportan
el efecto adverso de los PFCs en diferentes poblaciones; sin embargo,
atn no queda completamente claro, ya que cada organismo responde
de diferente manera a estos xenobioticos, dependiendo del grado de

exposicion. Ademas, no todos los patrones se presentan en diferentes



poblaciones, lo que podria deberse al grado de sensibilidad, la raza o
el tipo de alimentacion de cada una de ellas. A pesar de los estudios
realizados, atn se necesitan analisis méas completos que permitan
conocer los mecanismos de accién de los PFCs en los sistemas biologicos,

ya que atin se encuentran en sus inicios.

Tabla 1. PFCs mas abundantes en diversos alimentos (Castells et al., 2012)

Acido perfluorobutanoico PFBA C,F,OH

Acido perfluoropentanoico PFPeA CF,0H
Acido perfluorobutasulfonato PFBuS C,F,SO.-
Acido perfluorohexanoico PFHXA C.F,COH
Acido perfluoroheptanoico PFHpA C.F,,COH
Acido perfluorohexasulfonato PFHXS C.F,,S0,-
Acido perfluorooctanoico PFOA C,F,COH

Acido 1H, 1H, 2H, 2H -perfluorooctanosulfénico THPFOs CF,.CH,SO,-

Acido perfluorononanoico PFNA CgF,,COH
Acido perfluorooctanosulfonato PFOS CgF,,S0,-
Acido perfluorodecanoico PFDA A EMEQT
Acido perfluoroundecanoico PFUNDA C P 5@l
Perfluorodecanosulfonato PFDS ColFas0r
Acido perfluorododecanoico PFToDA C,F,.COH
Acido perfluorotridecanoico PFTrDA C,,F,,COH
Acido perfluorotetradecanoico PFTDA C,F,,COH
Acido perfluorohexadecanoico PFHxDA C,.F,COH
Acido perfluorooctadecanoico PFOCDA C,,FsCOH
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Figura 1. Posibles rutas de penetracion de algunos compuestos toxicos y su
distribucién en un organismo (modificado de Bello et al., 2001)
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Figura 2. Porcentaje de PFCs en una dieta diaria
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El grupo de pescados y mariscos es el mayor aportador de estos compuestos, con
103.62 ng/dia, pero solo representa 29% del total de la ingesta. Otros grupos
importantes son las frutas, con 49.95 ng/dia (14% del total), las verduras y
hortalizas, con 46.69 ng/dia (13% del total) (Castells et al., 2012).
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Glosario

ATSDR: Agencia para Sustancias Toxicas
y el Registro de Enfermedades.

EFSA: autoridad europea de Seguridad
Alimentaria.

FTOHs: alcoholes fluorotelomericos.

Me-PFOSA-AcOH: acetato de 2-
(N-metilperfluorooctano
sulfonamida).

PCBs: bifenilos policlorados.

PFCs: compuestos perfluorados.

PFCA: acidos carboxilicos perfluorados.
PFDA: acido perfluorodecanoico.
PFNA: acido perfluorononanoico.
PFHxS: sulfonato de perfluorohexano.
PFOA: acido perfluorooctanoico.

PFOS: sulfonato de perfluorooctano.

PFOSA: sulfonamida de perfluorooctano.

PFOSF: fluoruro de perfluorooctano
sulfonilo.
SOP: sindrome de ovario poliquistico.
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1. Introduccion

ntes de referirnos a la saciedad sexual es conveniente recordar

algunos aspectos de la conducta sexual masculina de la rata. Los

achos presentan, de forma estereotipada, tres patrones motores

durante la copula, identificados como monta, intromision y eyaculacion.
Durante el patron de monta, con sus extremidades anteriores el macho palpa
los flancos de la hembra y ejecuta movimientos pélvicos hacia adelante y
hacia atras sobre la grupa femenina. El patron de intromisién inicia como
el de la monta, distinguiéndose de ella porque el Gltimo de los movimientos
pélvicos es profundo y se asocia con la insercion del pene erecto en la vagina.
Inmediatamente sigue la brusca desmonta hacia atras (Pollak y Sachs,
1976). Es muy coman observar el acicalamiento genital tras las intromisiones.
Después de varias montas e intromisiones intercaladas ocurre el patron de
eyaculacion, caracterizado por el movimiento pélvico méas profundo y sostenido
que el de la intromision, y se asocia con la deposicion de semen en la vagina.
Posteriormente, el macho eleva la porcion superior del cuerpo, extendiendo
lateralmente las extremidades anteriores. Finalmente se desmonta de

manera lenta y se acicala la region genital (Larsson, 1956).

2. Particularidades de la eyaculacion
La eyaculacion se define como una respuesta fisioldgica sexual masculina

(Eguibar et al., 2013); se trata de la salida vigorosa del fluido seminal por el
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meato urinario (Lucio et al., 2014). Se lleva a cabo en dos fases: la emision
seminal y la expulsiéon seminal. La emision consiste en una serie de pasos:
1) la confluencia de las secreciones provenientes de las glandulas sexuales
accesorias (prostata, vesiculas seminales y glandulas coagulantes) en la
uretra prostatica; 2) transporte de los espermatozoides contenidos en la
cauda epididimaria hacia la uretra prostatica, por medio de contracciones
de los conductos deferentes (6rganos con capas de miasculo liso con
disposicion circular y longitudinal, para intensificar la contraccion y con ello
promover el transporte de los espermatozoides) y 3) cierre del cuello de la
vejiga urinaria y del esfinter externo de la uretra para evitar la eyaculacion
retrograda (Eguibar et al., 2013; Lucio et al., 2014).

El sistema nervioso autonomo regula la emision; el somatico, la
expulsion (Eguibar et al., 2013). Esta comprende la salida brusca del
fluido seminal (espermatozoides y secreciones glandulares) por el meato
urinario, producida por contracciones ritmicas del musculo liso de la uretra
y de los musculos estriados del periné, que incluyen al isquiocavernoso y al
bulboesponjoso (Eguibar et al., 2013; Lucio et al., 2014). Después de la primera
eyaculacion, el macho presenta el intervalo post-eyaculatorio cuya duracion
es, aproximadamente, de 10 minutos, en los cuales permanece sin actividad
sexual (Eguibar et al., 2013). En la rata, la mayor parte del plasma seminal
del eyaculado se endurece, formando el tapon seminal (Blandau, 1945),
que al adherirse fuertemente a las paredes vaginales y al cérvix favorece el
transporte espermatico transcervical. Dicho transporte ocurre durante los
primeros cinco minutos después de la eyaculacion (Matthews y Adler, 1977).

El intervalo post-eyaculatorio impide al macho retirar su propio
tapon seminal antes de que ocurra el transporte de los espermatozoides
que previamente deposito. La remocion del tapon por otro macho en menos
de cinco minutos posterior a la eyaculacion interrumpe el transporte
espermatico, resultando en la minima o nula cantidad de espermatozoides
transportados al utero (Matthews y Adler, 1977; Lucio et al., 2014). Cuando

ocurre la insercion del pene en la vagina, las espinas del pene se enganchan en



el tapon seminal, de modo que al retirar el pene, el tapon se desprende de las
paredes vaginales y del cérvix, y se acerca al orificio vaginal. Bastan de tres a

cuatro intromisiones para retirar el tapon seminal de la vagina.

3. Saciedad sexual masculina

La saciedad sexual empezo a estudiarse desde el punto de vista conductual
(Larsson, 1956; Beach y dJordan, 1956), luego desde la perspectiva
neuroendocrinologica y farmacologica (Rodriguez y Fernandez, 1994;
Fernandez-Guasti y Rodriguez-Manzo, 2003) y recientemente se ha abordado
con un enfoque ecofisiologico, es decir, considerando la influencia del medio
ambiente sobre la conducta y la fisiologia reproductiva, por lo que abarca no
soblo las respuestas de un organismo en su entorno, sino también a su fisiologia
(Tlachi et al., 2012; Lucio et al., 2014).

Los machos de muchas especies presentan saciedad sexual que no se
debe a la fatiga fisica del individuo, ya que su actividad motora es similar a
la de los sujetos no saciados sexualmente, mas bien responde a la pérdida
de motivacion sexual hacia la hembra (Larsson, 1956; Phillips y Fernandez,
2009). La saciedad sexual puede alcanzarse por la copula repetida con la
misma o diferente hembra. Algunos machos realizan minimo cinco (Fernandez-
Guasti y Rodriguez-Manzo, 2003) y maximo 18 eyaculaciones (Tlachi et al.,
2012). Los cambios que se observan conforme avanzan las series eyaculatorias
son disminucién en el niimero de intromisiones, incremento en la latencia de
eyaculacion y aumento en la duracion del intervalo post-eyaculatorio (Larsson,

1956; Beach y Jordan, 1956; Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, 1994).

4. El efecto Coolidge

Como se menciono, la saciedad sexual masculina obedece a la pérdida de
motivacion sexual por copular con la misma hembra, de ahi que el hecho

de reemplazarla incita nuevamente al macho. Tal sustitucién representa
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un estimulo novedoso tan efectivo, que restaura la conducta copulatoria
que incluye la eyaculacion. Esto significa que el restablecimiento
conductual copulatorio es completo, ya que abarca los patrones motores de
monta, intromision y eyaculacion (Larsson, 1956; Beach y Jordan, 1956;
Rodriguez-Manzo y Fernandez-Guasti, 1994; Phillips y Fernandez, 2009).
La reanudacion copulatoria con hembras distintas se conoce como efecto
Coolidge (Wilson et al., 1963).

Este término fue utilizado por vez primera por Wilson et al. (1963) y
proviene de una anécdota de uno de los ex presidentes de Estados Unidos
(Calvin Coolidge). Se dice que un dia el presidente y su esposa visitaron
una granja avicola; a la sehora Coolidge le llamé la atenciéon que uno de los
gallos copulara repetidamente, por lo que le pregunto al encargado de la
granja cuantas veces al dia copulaba ese macho. La respuesta fue: decenas
de veces. Ella pidi6 que se comunicara el hecho al presidente. Cuando
Calvin Coolidge fue informado sobre la conducta del gallo, pregunto: jel
macho copula todas las veces con la misma gallina? La respuesta fue: no,
el gallo lo hace con diferentes gallinas cada vez. El presidente asintié con

la cabeza y dijo: por favor, digale eso a la sehora Coolidge (Bermant, 1976).

5. Expulsion seminal enlascopulas
posteriores a la saciedad sexual

Se menciond anteriormente que los machos sexualmente saciados durante
el efecto Coolidge reanudan la copula hasta la eyaculacion con una hembra
distinta. ;Significa que expelen semen? Nuestro grupo ha demostrado que
las ratas macho saciadas sexualmente con efecto Coolidge no expelen semen
al presentar el patron eyaculatorio, tal como se constata con la revision
de los conductos reproductivos femeninos. En efecto, Tlachi et al. (2012) y
Lucio et al. (2014) describen graficamente que no hay fluido seminal en los
cuernos uterinos ni tapéon seminal en la vagina, lo que evidencia que el patron

motor de eyaculacion es independiente de la respuesta genital de expulsion



seminal. Cabe mencionar que inmediato a la saciedad sexual, 88% de los
machos presentan el efecto Coolidge, reanudando la actividad copulatoria.
Los machos saciados sexualmente mantienen en la cauda del epididimo
44% de espermatozoides respecto de la cantidad encontrada en las ratas
macho no saciadas sexualmente (Tlachi et al., 2012). De modo que los
saciados tienen espermatozoides para seguir expeliendo, quizas no lo hacen
porque las secreciones de las glandulas sexuales accesorias estan ausentes.
Se menciona que el eyaculado se compone de 1% de espermatozoides y 99%
de plasma seminal; ademas, se ha evidenciado que en las eyaculaciones
sucesivas disminuye el peso y tamano del tapon seminal hasta desaparecer,
lo que significa que las secreciones de las vesiculas seminales y las glandulas
coagulantes disminuyen hasta la nimiedad (Pessah y Kochva, 1975, Tlachi
et al., 2012). Si no hay secreciones glandulares no hay plasma seminal, lo
que impide el transporte de los espermatozoides por la uretra hasta su salida
por el meato uretral. Por otro lado, se sabe que los espermatozoides que se
encuentran en la cauda epididimaria son los que se eyaculan; su transporte
hasta la uretra prostatica, durante la emision seminal, esta influenciado
por mecanismos neuroendocrinos y quizas también por la presion ejercida
debida a la gran concentracion de espermatozoides ahi contenida, lo que
permite la confluencia de los espermatozoides epididimarios con el plasma

seminal para formar el semen que sera expuldsado durante la eyaculacion.

6. Restablecimiento de la conducta
copulatoria y del eyaculado posterior

a la saciedad sexual

Se dice que la conducta copulatoria esta restablecida en las ratas
macho saciadas sexualmente cuando los valores de los parametros son
similares a aquellos de los no saciados (Larsson, 1956). También se indica
restablecimiento copulatorio cuando los machos despliegan al menos cinco

series eyaculatorias consecutivas, lo que sucede hasta los 15 dias posteriores
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a la saciedad sexual. Incluso, logran desplegar ocho series, a los 18-21 dias
subsiguientes (Beach y Jordan, 1956).

La mayoria de las ratas macho que reanudan la copula inmediatamente
después de alcanzar la saciedad sexual, realizan de una a tres series
eyaculatorias (Hsiao, 1969). Sin embargo, 33% de la ratas macho ejecutan
solo una a las 24 horas de saciarse; 63% a los tres dias y el 100% a los siete
dias (Fernandez-Guasti y Rodriguez-Manzo, 2003). Es importante sehalar
que todos estos porcentajes se basan exclusivamente en el cumplimiento
del patréon motor de eyaculacion, sin verificar la presencia de eyaculado en
los conductos femeninos.

Se sostiene que los machos son conductualmente potentes cuando
fisiologicamente también lo son (Dewsbury, 1982); no obstante, esta idea
es equivocada, ya que hay evidencia de que aquellos que realizan de seis a
ocho series eyaculatorias tienen eyaculados con muy pocos espermatozoides
y tapones seminales muy pequenos (Austin y Dewsbury, 1986).

En cuanto a la eyaculacion, es comtin considerar que la emision seminal
debe preceder a la expulsion seminal, es decir, que la estimulacion de la uretra
prostatica producida por la presencia de secreciones glandulares sexuales
induce la segunda fase de la eyaculaciéon. Sin embargo, la administraciéon
de monosulfato de guanetidina, que evita la emision seminal, no incide en
la ejecucion del patron eyaculatorio ni altera la actividad de los mtisculos
bulboesponjosos, cuya contraccion es requerida durante la emision seminal
(Holmes y Sachs, 1991). Este hallazgo indica que la estimulacion uretral no
es necesaria para provocar los patrones motores ritmicos asociados con la
respuesta eyaculatoria durante la copula (Holmes y Sachs, 1991). Las ratas
macho sexualmente satisfechas pueden ser consideradas como un modelo
natural a la evidencia de que la aparicion de emisiéon seminal no es critica
para efectuar el patron motor de eyaculacion.

El costo fisiologico de la copula repetida repercute en el eyaculado
e implica la disminucion drastica del peso y tamano del tapon seminal,

aunado a la ausencia de espermatozoides. La repercusion de copular



hasta la saciedad sexual abole toda expulsion (Tlachi-Lopez et al., 2012;
Lucio et al., 2014), que se debe a la falta de secreciones de las glandulas
sexuales accesorias (Pessah y Kochva, 1975; Purvis et al., 1986), sumada
a la disminucion dréastica en la concentraciéon de espermatozoides en el
epididimo (Austin y Dewsbury, 1986; Toner y Adler, 1986; Tlachi-Lopez
et al., 2012). Por lo tanto, es de esperar que el eyaculado se restablezca
gradualmente. De hecho, nuestro grupo encontré que a los cinco dias post-
saciedad, los machos realizan el patron motor de eyaculacion sin lograr
expeler semen (Lucio et al., 2014).

El eyaculado de esos mismos machos, probado a los 10 dias post-
saciedad, consiste en un tapén seminal de caracteristicas fisicas (peso y
tamano) similares al de los no saciados sexualmente, aunque el tapon no se
adhiere a las paredes vaginales ni al cérvix. Esta falta de adhesion evita el
transporte espermatico transcervical, provocando que los espermatozoides
permanezcan en la vagina (Lucio et al., 2014). La fijacion del tapén seminal
depende de las secreciones de la prostata (Tlachi-Lopez et al., 2011), lo que
hace suponer que la recuperacion de la secrecidon prostatica es mas lenta
que la de las seminales y coagulantes implicadas en la formacion del tapon.

Dicha recuperacion completa de las secreciones de las glandulas
accesorias parece ocurrir a los 15 dias después de la saciedad, cuando los
tapones seminales estan fuertemente adheridos a la vagina y facilitan el
transporte de los espermatozoides. No obstante, su concentraciéon representa
una cuarta parte de la concentracion espermatica normal, esto es, alrededor
de 6 millones de espermatozoides en lugar de 20-25 millones (Lucio et al.,
2014). Como ya se dijo, estos machos realizaron una serie eyaculatoria a
los cinco, 10 y 15 dias post-saciedad; de manera interesante, en los que
eyacularon una vez hasta los 15 dias después de la saciedad la concentracion
espermatica fue de 15 millones (Lucio et al., 2014). Lo anterior indica que el
plasma seminal, provisto por las distintas glandulas sexuales accesorias, se
recupera antes que la concentracion espermatica, en la que se involucran el

testiculo y el epididimo (Lucio et al., 2013).
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7. El epididimo y los espermatozoides

El epididimo es un 6rgano de tipo compacto microtubular (de acuerdo
con el criterio anatomico), de ahi que se conozca también como conducto
epididimario y se divide en cuatro o mas segmentos, segin la especie
(Setchell et al., 2006; Garcia-Lorenzana et al., 2007; Cornwall, 2009).
En términos generales, para la mayoria de los mamiferos se acepta la
existencia de cuatro regiones anatémicas: el segmento inicial, el caput,
el corpus y la cauda del epididimo (Setchell et al., 2006). En este trabajo
concentramos nuestra atencion en el caput, el corpus y la cauda, por ser las
regiones conspicuas y claramente definidas anatémicamente. El caput esta
revestido de epitelio cilindrico pseudoestratificado con microvellosidades,
en tanto que el corpus y la cauda presentan epitelio columnar simple con
microvellosidades.

En el epitelio del epididimo se presentan distintos tipos celulares:
principales, basales, apicales, estrechas, claras y halo (fig. 1). Algunos de
ellos se encuentran en todas las regiones anatéomicas del epididimo (por
ejemplo, las células principales), en tanto que otros son caracteristicos de
una region (por ejemplo, las células estrechas se encuentran principalmente
en el segmento inicial) (Setchell et al., 2006; Payal et al., 2011).

Las células principales se encargan de absorber fluidos que provienen
del testiculo y secretan proteinas, serotonina, prostaglandinas, aminoacidos,
carbohidratos, lipidos y electrolitos, ademas de intervenir en la conversion
de testosterona a dihidrotestosterona, reaccion catalizada por la enzima
5-alfa-reductasa (Sullivan et al., 2007). Las células basales controlan la
secrecion de electrolitos desde las células principales, mediante la liberacion
paracrina de prostaglandina-E2. Las células apicales y estrechas participan
en la acidificacion del fluido seminal, mientras que las células claras son
endociticas y pueden ser responsables de la depuracion de proteinas del
lumen. Las funciones inmunologicas estan relacionadas con las células halo,
ya que se ha demostrado por inmunocitoquimica que éstas son linfocitos T o

macrofagos, de acuerdo con las condiciones de actividad reproductora.



La diversidad morfofuncional de los tipos celulares del epitelio
determina las condiciones necesarias para que los espermatozoides
alcancen su maduracion, adquieran su motilidad, asi como su habilidad
para reconocer, fusionarse al ovocito y fecundarlo (Setchell et al., 2006;
Sullivan et al., 2007).

Es importante enfatizar que la distribucion, proporciéon y funciones
de los tipos celulares descritos difiere entre los distintos segmentos del
epididimo. Esta situaciéon genera dominios microambientales que proveen
a los espermatozoides de diferentes condiciones (nutrientes, iones y
compuestos quimicos) que mantienen la sobrevivencia esperméatica
conforme recorren el organo (Setchell et al., 2006). En el epitelio
epididimario se presentan diferentes tipos de uniones: ocluyentes,
adherentes y comunicantes, que permiten la conformaciéon de una barrera
hemato-epididimaria, la cual ademéas de proteger a los espermatozoides
de los efectos adversos asociados con la ingesta o uso de farmacos, drogas
y otros compuestos nocivos que pudieran provenir de la dieta, previene
el contacto directo de las células inmunologicas con los espermatozoides,
evitando asi la destruccion autoinmune de los mismos (Setchell et al.,
2006; Cornwall, 2009; Payal et al., 2011).

Ademas del tejido epitelial, la pared del epididimo tiene una capa
media constituida por células mioides y una capa externa denominada
adventicia, formada por tejido conectivo laxo (Setchell et al., 2006). En el
organo maduro, la sustancia fundamental intersticial del tejido conectivo
(con sus componentes moleculares: agua, iones y proteoglucano) participa
como barrera que limita la difusién de moléculas de los vasos sanguineos
que ahi se encuentran hacia el tejido epitelial (Sullivan et al., 2007).

Por otro lado, el intersticio posee un elemento celular constituido por
células de los linajes nervioso, neuroendocrino, vascular y fibroblastico
que proveen innervacion, aporte nutricional (a través de los vasos
sanguineos) y participan activamente en el control de los procesos

locales de secrecion, absorcion y remodelacion de los componentes
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fibrilares y de la matriz extracelular. Mencion especial merecen los
mastocitos, células provenientes de la médula 6sea, particularmente
abundantes en el epididimo y que al parecer estan involucrados en
los procesos de remodelacion tisular que ocurren durante el ciclo de
involucion-recrudescencia que se presenta en el testiculo y epididimo de
los mamiferos con reproduccion de tipo estacional (Setchell et al., 2006;
Cornwall, 2009; Amann et al., 1993).

Es importante destacar que el tiempo que los espermatozoides
requieren para recorrer la extension céfalo-caudal del epididimo varia
entre especies, en larata es de entre ochoy 12 dias, dependiendo de la cepa.
Caberecordar que la principal fuerza de propulsion de los espermatozoides
dentro de la luz del epididimo es de origen neuromuscular, supeditada
a las contracciones ritmicas espontaneas generadas en la pared del
epididimo en respuesta a los androgenos, la modulacion intrinseca de las
neuronas, la actividad nerviosa del hipogastrico y a la acciéon de diversos
neurotransmisores sobre las células mioides del epididimo (Sullivan et
al., 2007; Setchell et al., 2006; Robaire et al., 2006). Es por ello que los
espermatozoides que se eyaculan son aquellos que se encuentran en el
epididimo, particularmente en la cauda (Setchell et al., 2006). Cuando
abandonan el testiculo, atin no son capaces de fertilizar al ovocito,
adquieren esta capacidad durante su paso por el epididimo, proceso
en el que son necesarios los androgenos, responsables de mantener la
estructura y funcién del epididimo (Robaire y Hamzeh, 2011; Seenundun
y Robaire, 2007). Inmediato a la saciedad sexual, la testosterona sérica
aumenta significativamente; sin embargo, se restablece al nivel basal
24 horas después de la saciedad (3.97+1.03 ng/ml) (Bonilla et al., 2006),
y asi se mantiene a las 48 h (2.03+0.28 ng/ml), 72 h (3.80+0.86 ng/ml) y
siete dias post-saciedad sexual (2.28+0.37 ng/ml) (Romano et al., 2006).
Se desconoce si el epididimo sufre cambios morfologicos, asi como los
niveles de testosterona local posterior a la saciedad sexual (Robaire et

al., 2007; Hamzeh y Robaire, 2009).



8. Maduracion espermatica epididimaria
En el epididimo ocurre la maduracion espermatica, que se define como
los cambios morfologicos, fisiologicos y bioquimicos que suceden en los
espermatozoides, y que les confieren la capacidad para llevar a cabo la
reaccion acrosomal y fertilizar al ovocito. La maduraciéon espermatica se
logra cuando acontece la migracion de los espermatozoides desde el caput
hasta la cauda del epididimo (Cooper y Ching, 2006); entre los cambios
que ocurren se encuentra la movilidad progresiva que adquieren los
espermatozoides durante el paso por este organo (Robaire et al., 2006);
por ejemplo, en los roedores, la movilidad espermaética la obtiene el mayor
porcentaje de espermatozoides en el caput, mas que en otras regiones del
organo (Avilés, 2011).

Todas estas transformaciones son necesarias para adquirir el
potencial de procesos esenciales para la fertilizacion, como la capacitacion
y la reaccion acrosomal, que ocurren en el tracto reproductor femenino.
Como se ha mencionado, los procesos involucrados en la maduracion
de los espermatozoides incluyen eventos bioquimicos que requieren la
presencia de componentes secretados por los diferentes tipos celulares
epiteliales, por ejemplo, secretan proteinas que permiten la maduracion
espermatica (Rodriguez-Manzoet al., 2011). Dos de los procesos esenciales
requeridos son los cambios en la membrana plasmatica: la glicosilacion
(Jiménez y Merchant, 2003) y la fosforilacion (Lewis y Aitken, 2001;
Rodriguez-Tobon et al., 2015).

La glicosilacion proteica es la adicion de carbohidratos a una proteina
que formara parte de la superficie celular, sirve de indicador para
determinar su distribucion intracelular y su lugar final de funcionamiento,
incluyendo el patron de secrecion en el caso de que su desempehno lo ejerza
fuera de la célula (Rosado, 2000); en el espermatozoide, las glicoproteinas,
carnitinas y glicerofosfocolina se integraran a la membrana plasmatica
(Avilés, 2011; Rodriguez-Manzo et al., 2011), permitiendo la interaccion

espermatozoide-ovulo.
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En tanto que la fosforilacion es la adicién de un grupo fosfato, se trata
del mecanismo basico de transporte de energia, asi como la regulacion de
proteinas y enzimas mediante modificaciones post-traduccionales (Laserna,
2009). La fosforilacion de las proteinas es importante en la transduccion de
senales extracelulares, el transporte intracelular y la progresion del ciclo
celular; se regula por la actividad de las proteinas-cinasas y fosfatasas,
permitiendo a las células activar o no la funcién de otras proteinas. Esta
fosforilacion ocurre en los residuos de serina, treonina y tirosina de las
proteinas, siendo la fosforilacion de la tirosina la mas importante; en los
espermatozoides se asocia con las proteinas flagelares, ya que juegan un
papel importante en los cambios de movilidad (Avilés, 2011; Laserna, 2009).
Estos procesos intracelulares involucrados en la maduracion espermatica no
han sido estudiados en los machos con saciedad sexual, ni en el periodo post-
saciedad que incluya hasta la recuperacion morfofuncional del epididimo y,

consecuentemente, la capacidad fertilizante de los espermatozoides.

9. Morfofisiologia del epididimo

en la saciedad sexual

Se menciond previamente que después de la saciedad sexual, la testosterona
sérica no se modifica (Romano et al., 2006), por lo que surge la duda de qué
ocurre con la morfofisiologia del epididimo después de la saciedad sexual.
Nuestro grupo de trabajo analizo los diferentes parametros de la morfologia
epididimaria (citologia de las células, tipo de epitelio, conteo celular y
morfometria) y de los parametros espermaticos (viabilidad, concentracion
y morfologia) de machos del grupo control inmediato a la saciedad sexual,
a los cuatro, ocho, 12, 16, 20, 24 y 28 dias posteriores a la saciedad sexual,
se encontrd que el peso del epididimo en sus diferentes regiones, asi como
las caracteristicas citologicas estructurales, bioquimicas y funcionales de los
tipos celulares que conforman el epitelio epididimario, presentan variaciones

(en la afinidad a los colorantes empleados en el analisis histologico, en



la forma de las células, tipos celulares y altura del epitelio) que denotan
cambios en la actividad de sintesis y secrecion de los productos celulares.
Entre las modificaciones celulares mas importantes estan aquellas
implicadas en la maduracion espermaética, lo cual explica que en el periodo
posterior a la saciedad se observan cambios en la concentracion, viabilidad
y morfologia espermatica que pueden ser provocados por alteracion en la
concentracion de androgenos intraepididimarios, asi como por la actividad
de enzimas, como la aromatasa, y de los receptores a androgenos presentes
en las células del epitelio epididimario e incluso por la inervacion de los

componentes tisulares de la pared de los conductos epididimarios.

Figura 1. Fotomicrografias de cortes transversales de: A) caput, B) corpus y C)
cauda del epididimo de rata. Se observan los diferentes tipos celulares, en los
que se nota la basofilia y acidofilia. Las letras representan los tipos celulares: P:
principales, B: basales, A: apicales, C: claras y H: halo (H-E, barras y aumento
original: 500 pm y x400).
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Glosario

Aminoacidos: moléculas que contienen
un grupo amino en uno de los
extremos y un grupo acido
carboxilico en el otro extremo.

Son las unidades que forman a las
proteinas.

Bulboesponjoso: musculo cuyas fibras
se originan en el bulbo peneano
(tejido eréctil de la raiz del pene) y
se insertan en el cuerpo esponjoso
del mismo (tejido eréctil del cuerpo
del pene). Se trata de un musculo
par.

Carbohidratos: biomoléculas mas
abundantes compuestas por
carbono, hidrogeno y oxigeno.
Funcionan como fuente de
energia, también como unidades
estructurales y son precursores de
la sintesis de otras biomoléculas.

Células mioides: unidades morfologicas
y funcionales que rodean los
tibulos seminiferos provocando
contracciones ritmicas
peristalticas que facilitan el paso
de los espermatozoides y los
fluidos testiculares a través de los
tubulos seminiferos.

Copula: conjunto de patrones motores
acompanados de respuestas
genitales que culminan con la
eyaculacion.

Cuello vesical: conjunto de musculos que
unen la vejiga urinaria con la
uretra, se contraen para mantener
la continencia urinaria y se relajan
durante el reflejo de miccion.

Dihidrotestosterona: metabolito activo
biologico de la testosterona,
también llamada hormona
androgénica, sintetizada por
los testiculos y la prostata,
principalmente. Su mayor

contribucion sucede en el

desarrollo de las caracteristicas
sexuales masculinas.

Fosforilacion: sintesis de ATP (adenosin
trifosfato) a partir de ADP
(adenosin difosfato) y fosfato para
la obtencién de energia.

Glandulas sexuales accesorias: 6rganos
anatomicamente asociados al
aparato reproductor masculino
que sintetizan las secreciones que
forman el plasma seminal.

Glicosilacién: proceso de adicion de
carbohidratos a una proteina que
constituira parte de la membrana
celular. En el espermatozoide,
las glicoproteinas, carnitina y
glicerofosfocolina se integran a la
membrana.

Hipogastrico: region del abdomen
localizada debajo de la zona
umbilical y entre las fosas iliacas.

Meato uretral: orificio en el extremo libre
del pene por donde se expele orina
y semen.

Microtubulos: componentes internos
del citoesqueleto de las células
eucariontes, formados por dimeros
de alfa y beta tubulina. En las
células ciliadas y flageladas
participan en su funcion.

Monosulfato de guanetidina: farmaco
adrenérgico que previene la fase
de emision seminal.

Mucosa uretral: capa de tejido epitelial y
conjuntivo que reviste las paredes
internas de la uretra.

Paracrina: comunicacién quimica entre
células de proximidad inmediata,
pero de diferente estirpe celular.

Patron motor: movimiento estereotipado
facilmente identificable que puede
ser registrado y cuantificado.

Periné: region anatomica donde se
encuentran los orificios de salida
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del sistema urogenital y digestivo,
también conocido como piso
pélvico.

Prostaglandinas: moléculas de caracter
lipidico derivadas de los acidos
grasos de 20 carbonos, que
constituyen una familia de
mediadores celulares con efectos

diversos, a menudo contrapuestos.

Prostata: glandula sexual accesoria que
se localiza en la base de la vejiga
urinaria, rodeando la porcion
proximal de la uretra. Provee
zinc y fructosa, necesarios para la
movilidad espermaética.

Proteina cinasa: enzima transductora de
senales celulares y/o tisulares
que modifica a otras moléculas
(proteinas) mediante la
fosforilacion.

Serotonina: neurotransmisor que se
sintetiza principalmente en

los nticleos del rafé del tronco
cerebral, los cuales se proyectan
a distintas areas cerebrales y
médula espinal. Regula algunas
funciones sensoriales, motoras
y de comportamiento en los
mamiferos.

Testosterona: androgeno sintetizado

a partir del colesterol por las
células de Leydig del testiculo;
también se sintetiza en la
corteza adrenal y en el ovario.
Tiene acciones sexuales sobre
la hipofisis, y metabolicas

y estimulantes sobre la
eritropoyesis y antineoplasicas.

Transcervical: que cruza el cérvix de la

vagina hacia el atero.

Uretra prostatica: porcion de la uretra

rodeada por la glandula
prostatica.
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1. Introduccion

n Meéxico, la actividad cunicola ha tenido un desarrollo limitado

(Torres, 2012). En 2001, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,

Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (Sagarpa) reconoci6
de manera oficial a la cunicultura como actividad ganadera y el Sistema
Nacional de Informacion inicié el registro estadistico de esta ocupacion
productiva. La investigaciéon en la cunicultura ha sido escasa en el pais
y se ha realizado de manera desarticulada y dispersa; ademas de no
aprovechar los beneficios biolégico-econdémicos que ofrece la especie, como
elevada prolificidad, ciclo reproductivo corto y amplio grado de diversidad
genética (Lavara et al., 2003). Por tanto, la inseminacion artificial (IA)
ofrece ventajas de manejo, ya que permite sincronizar partos de un gran
namero de animales usando un minimo ntmero de sementales, disminuye
el riesgo de propagacion de enfermedades y permite la utilizaciéon de semen
refrigerado (Bilbao, 1996). Uno de los factores mas importantes involucrados
en la TA es el medio en el que se diluye el semen (Castellini, 1996), el cual
permitira mantener una mayor proporciéon de espermatozoides vivos hasta
el momento de la inseminacion (Vega et al., 2012). A diferencia de otras
especies, los espermatozoides de conejo presentan una baja permeabilidad
al agua y un alto coeficiente de activacion de energia, razones por las cuales
la supervivencia espermatica resulta inferior al utilizar técnicas como la

criopreservacion. Por tanto, la conservacion de semen de conejo mediante



refrigeracion constituye una estrategia oportuna para alargar la vitalidad
espermatica, reduciendo la alteracion de la funcionalidad y pérdida de la
vitalidad al ser sometidos al proceso congelacion/descongelacion. Por ello,
el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de dos diluyentes para la
refrigeracion (5°C) seminal durante 24 horas sobre la calidad espermatica
del conejo y los parametros de fertilidad y prolificidad de las hembras

inseminadas artificialmente con el semen refrigerado.

2. Material y meétodos

Se utilizaron conejos blancos de raza Nueva Zelanda. Para obtener
los eyaculados se utiliz6 una vagina artificial (VA) tipo francés, a una
temperatura de 45°C (Lavara et al., 2013). Posteriormente se traslado
en un termo a una temperatura de 38°C al Laboratorio de Biologia de la

Reproduccion de la Universidad Autonoma Metropolitana-Iztapalapa.

2.1 Evaluacion seminal

Las muestras fueron colocadas en bano Maria (38°C). Se evaltio la movilidad
masal usando una escala de 0 a 5, donde 0 indica ausencia de movimiento
y 5 ondas esperméaticas rapidas apreciables. Para ello, se colocaron 5 pl
de muestra en un portaobjetos y se analizd bajo el microscopio optico con
objetivo 10X. Para la movilidad progresiva se colocaron 5 pl de muestra en
un portaobjetos y se colocd un cubreobjetos, examinando con objetivo 20X,
valorando el porcentaje de espermatozoides que mostraron movimiento
progresivo. Para determinar el porcentaje de vitalidad y morfologia se
utilizo la tincion eosina-nigrosina, con la que los espermatozoides vivos
no se tinen y los muertos presentan coloracion rosacea. En cuanto a la
morfologia, se categorizaron como normales o anormales cuando presentaron
irregularidades de cabeza, pieza media y cola. La concentracion espermatica

se calculd utilizando la camara Neubauer, para ello se realizo una dilucion
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de 995ul de agua destilada y 5ul de semen, colocando 15ul de la dilucion
en cada una de las secciones de la camara y se evaluo al microscopio con
objetivo 40X. El resultado se expreso en millones de espermatozoides por mL
(X10%/mL). Se reviso el estado del acrosoma, colocando 10 pl de la muestra
espermatica con medio Tris y 10 pl de preparacion de Clortetraciclina (CTC),
haciendo un extendido sobre un portaobjetos previamente temperado a
37°C. Se observo la muestra con un aumento de 100X, y se le agregd una
gota de aceite de inmersion para ayudar a un mejor enfoque. Por medio de
la fluorescencia emitida por la CTC se determinaron los patrones y el estado
acrosomal, donde: patron F= espermatozoides no capacitados con acrosoma
intacto, patron B= espermatozoides capacitados con acrosoma intacto y

patron RA= espermatozoides capacitados con reaccion acrosomal.

2.2 Procesamiento y evaluacion de las muestras

El volumen de cada uno de los eyaculados se dividio en dos alicuotas, cada
una se diluy6 en una proporcion 1:1 (semen/Tris, v/v) en Tris-yema de huevo
(TY) y Tris-leche descremada (TL), utilizando tubos eppendorf de 1 mL.
Inmediatamente después fueron puestas en refrigeracion a 5°C, durante
24 horas. La velocidad de enfriamiento desde la temperatura ambiente a
5°C fue de 0.68°C/ min. La determinacion de movilidad progresiva, vitalidad
y morfologia se realizd a las dos, cuatro, seis, ocho, 12 y 24 horas post-
refrigeracion y la determinacion del estado del acrosoma se llevo a cabo a

las dos, ocho y 24 horas post-refrigeracion para ambos diluyentes utilizados.

2.3 Inseminacion artificial

Las hembras fueron expuestas a un cambio stibito de ambiente (cambio de jaula)
ocho horas antes de la inseminacion artificial, con el proposito de sincronizar el
celo. Posteriormente se les coloco en un canon (dispositivo de apoyo y sujecion),

dentro del cual se les introduce dejando expuestos los miembros posteriores



y el area genital para facilitar el procedimiento de inseminacion (Alvarino,
2009). Se depositaron 0.5 ml por dosis de los medios utilizados (TY y TL) a
diferentes tiempos post-refrigeracion (dos, ocho y 24 horas, ademas del control).
Inmediatamente después se aplicaron 25 UI de un analogo de GnRH para
inducir la ovulacién (Fertagyl®). El ntimero de hembras inseminadas fue de

cinco para cada uno de los medios y tiempos establecidos (n=35).

2.4 Analisis estadistico

Los parametros de calidad esperméatica (movilidad progresiva, vitalidad,
morfologianormal e integridad acrosomal) se compararon entre tratamientos
mediante un ANOVA, utilizando el paquete estadistico NCSS. Un valor de

P menor de 0.05 (P < 0.05) se considero significativo.

3. Resultados

De los eyaculados recolectados en fresco se obtuvo un volumen de 0.47 +
0.21 ml, movilidad masal de categoria 4, movilidad progresiva de 85 + 4%,
vitalidad de 88 + 5%, morfologia normal de 71 + 7.13% y una concentracion
de 283.81 + 103.22 106/ml. Parametros de movilidad progresiva, vitalidad
y morfologia normal hacia las 24 horas post-refrigeracion con ambos
diluyentes (cuadro 1). La integridad del acrosoma hacia las dos, ocho y 24
horas post-refrigeracion se indican en el cuadro 2. En el cuadro 3 se muestra
el comportamiento reproductivo en conejas inseminadas con semen fresco y

semen refrigerado hacia las 24 horas, utilizando ambos diluyentes.

4. Discusion
La movilidad, vitalidad, morfologia e integridad de las membranas
plasmatica y acrosomal son parametros de la funcidon espermatica

directamente relacionados con la capacidad fertilizante y que se modifican
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con la refrigeracion a largo plazo. En este trabajo logro observarse una
disminucién en la movilidad progresiva a partir de las 12 y hasta las 24
horas post-refrigeracion entre diluyentes. Estudios previos han demostrado
un efecto protector proporcionado por la yema de huevo sobre este parametro
en diversas especies (Crespilho et al., 2014; Allai et al., 2015; Sanchez et al.,
2006). En relacion con la vitalidad y morfologia normal no se presentaron
diferencias significativas (P>0.05) tanto en el tiempo de conservacion como
entre los diluyentes respecto del control. Rosato et al (2006) reportan 65% de
vitalidad en espermatozoides refrigerados de conejo utilizando un diluyente
comercial (Lepus) hacia las 24 horas de refrigeracion, evidenciando un
resultado inferior acerca de ambos diluyentes utilizados en este estudio (TY
79 + 10.91% y TL 75.57 + 11.87%). Este mismo comportamiento también
se observo para el parametro de morfologia normal espermatica. Los
resultados obtenidos en este estudio con el diluyente TL fueron inferiores
a los alcanzados con el diluyente TY. Pese a la amplia utilizacion de leche
descremada de manera convencional como componente en la conservacion
de semen (Salamon y Maxwell, 2000), actualmente el mecanismo de accion
por el cual este liquido ejerce un efecto protector no se ha esclarecido en
su totalidad, aunque se han propuesto varios mecanismos (Bergeron y
Manjunath 2006). Los resultados de integridad acrosomal en este trabajo
reportan que para las ocho y 24 horas post-refrigeracion los espermatozoides
conservados con el diluyente TY registraron mayores porcentajes de
integridad en su acrosoma (espermatozoides no capacitados con acrosoma
intacto), mostrando 61.83% y 59.17%, respectivamente, en comparacion
con 56.17% (ocho horas) y 50.5% (24 horas) correspondientes al diluyente
TL. No obstante, hacia las dos primeras horas post-refrigeracion el
comportamiento entre diluyentes se presentoé sin cambios. Estos resultados
se encuentran muy por encima de los obtenidos por Crespilho et al. (2014),
quienes reportaron 4.0% de acrosoma intacto en espermatozoides de bovino
refrigerado (5°C) hacia las 24 horas, utilizando un diluyente a base de

Tris-yema de huevo-fructosa. Los parametros reproductivos de hembras



inseminadas artificialmente reflejaron un comportamiento independiente
respecto del tiempo en refrigeracion y tipo de diluyente, excepto con TY, que
mostro una disminucién en el porcentaje de fertilidad conforme incrementa
el tiempo en refrigeracion. Entre algunos factores que intervienen de
manera directa sobre los resultados, y en lo que respecta a la hembra, se
encuentran el estado o condicion fisiologica y edad de vida reproductiva
(Castellini y Lattaioli, 1999); ademéas de otros relacionados directamente
con la técnica de IA, como es el método de induccion de celo e induccion a
la ovulacion (Garcia y Rodriguez, 2002) y nimero de espermatozoides por
dosis (Roca et al., 2000). Dixson y Anderson (2004) mencionan también que
el tracto reproductor de la hembra es el que dispone el ambiente en que los
espermatozoides tendrian que competir por fecundar sus ovocitos.

Los efectos favorables de la yema de huevo y la leche descremada
para contrarrestar las alteraciones provocadas por el choque de frio se
encuentran ampliamente comprobados en la refrigeracion del semen en
diferentes especies domésticas. Sin embargo, los complejos mecanismos
relacionados con esta proteccion atin son objeto de investigacion. Nuestros
resultados reafirman la importancia que tiene la adicion de la yema de
huevo y la leche descremada al diluyente de conservacién en refrigeracion
del semen de conejo, dado los beneficios en la preservacion de la movilidad,
la estabilizacion de la membrana plasmatica y acrosomal, los cuales
demostraron ser suficientes para lograr la fertilizacion. No obstante,
estudios posteriores deberan contemplar factores de relacion directa
con los parametros evaluados en este trabajo, como raza, estacionalidad
reproductiva, linea genética, condicion fisiologica, asi como el estudio de
diferentes componentes del diluyente de conservacion seminal. Lo anterior,
con el proposito de mejorar el mantenimiento y la funcionalidad de la
célula espermatica, ademas de preservar el potencial de fertilizacion de los
espermatozoides bajo protocolos ya sea de refrigeracion o de congelacion,
con la finalidad de transmitir a futuras poblaciones cunicolas caracteristicas

reproductivas y productivas competitivamente deseables.
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5. Conclusion

La tolerancia del semen de conejo a la conservacion a 5°C hasta 24
horas, medida en términos del mantenimiento de los parametros basicos
de calidad espermatica (movilidad, vitalidad, morfologia) e integridad
acrosomal, esta influida por el diluyente utilizado. No obstante, la yema
de huevo en su composiciéon presenta un mejor desempeno en relacion
con el mantenimiento de los estandares basicos de calidad espermatica
respecto del diluyente a base de leche descremada. Sin embargo, los
niveles reproductivos en hembras inseminadas artificialmente con
semen refrigerado muestran un comportamiento independiente acerca
del tiempo de conservacion y diluyente empleado. Derivado de los
resultados obtenidos en este trabajo se aconseja usar yema de huevo
y leche descremada como importantes componentes del diluyente de
conservacion para las dosis de semen de conejo refrigerado, a las 24

horas a emplear en la inseminacion artificial.

Cuadro 1. Movilidad progresiva, vitalidad y morfologia normal hacia las 24 horas
post-refrigeracion con los diluyentes TY y TL.

ViEm® (i) Diluyente Movilidad progresiva Vitalidad Morfologia
normal
0 TRIS 87.5+463 85.13+4.88 73.38 +4.50
2 TY 80 +7.56 84.88+5.33 70.38 +5.01
TL 80+9.26 81.13 +15.56 63.75+6.36
a TY 77.50 +7.07 83.25+8.91 70.12+7.62
TL 72.+10.35 80.63+12.94 64.13+9.61
5 TY 73.71+£7.87 8314 +7.22 70.86 +9.51
TL 65.71+12.72 76.71+10.72 63+6.78
g TY 70577 81.57 +8.26 66 +11.53
TL 50 +18.26* 74.71 +15.50 59.57 £9.32
. TY 47.50 £11.64° 81.50 £5.31 66.37 £5.12
TL 40+15.11° 75.62 +6.94 60.12 +6.68
24 TY 4429+12.88 79+10.91 65.29 +9.27
TL 24.29 £ 21.49¢ 75.57 +11.87 61.14 £9.19




Cuadro 2. Integridad del acrosoma hacia las 24 horas post-refrigeraciéon con los
diluyentes TY y TL.

Medio

Tris

) 6333+ 66.50 £
Intactos 76 +3.63 5.392
) »| 2133+ | 1800+
Capacitados | 17.5+3.21% 4.93® 3.942
Reaccionados | 6.5+ 1.87¢ 1500 12?73“"i

Cuadro 3. Efecto del tipo de preservacion de semen y diluyente sobre parametros
reproductivos en conejas primiparas inseminadas artificialmente. TR= Tiempo de
refrigeracion. TY= Diluyente Tris + yema de huevo. TL= Tris + leche descremada.
DG+= Diagnostico de gestacion positiva. F= Fertilidad. GNT= Gazapos nacidos
totales. TPC= Tamaho promedio de camada. PPC= Peso promedio de camada.

Parametros reproductivos

Inseminacién
TR n DG+ F
(Horas) Diluyente (n) (%)
0 Tris 5 100
TY 4 80
2
TL 2 40
TY B 60
8
TL 5 100
TY 2 40
24
TL 2 40

THA OAIA NI AINVZITILYHA AVAIOVAVD X OY.LIA NI NOIDVAHASNOD V1 HA NOIDVAVAINOD

SHILNHANTIA SOd NOD OQVIIIIIATY OLINOD HA NHINHS

283



284

Referencias

Allai, L., Druart, X., Contell, J., Louanjli, N., Ben Moula, A., Badi, A., Essamadi, A.,
Nasser, B. y El Amiri, B. (2015). Effect of argan oil on liquid storage of ram semen
in Tris or skim milk based extenders. Animal Reproduction Science, 160, 57-67.

Bergeron, A. y Manjunath, P. (2006). New insights towards understanding the mechanisms
of sperm protection by egg yolk and milk. Molecular Reproduction and Development,
73, 1338-1344.

Bilbao, M. (1996). Manejo en inseminacion artificial: factores que afectan a la calidad
seminal y al indice de fertilidad. Boletin de Cunicultura, 85, 1-22.

Castellini, C. (1996). Recientes avances en la inseminacion artificial en conejos. Ponencia
presentada en el 6" Congreso Mundial de Cunicultura, octubre 11-14. Toulouse,
Espana.

Crespilho, A. M., Nichi, M., Dell’aqua, J. A. y Ozunam, F. (2014). Sperm fertility and viability
following 48 h of refrigeration: Evaluation of different extenders for the preservation
of bull semen in liquid state. Animal Reproduction Science, 146, 126-133.

Dixson, A. y Anderson, M. (2004). Sexual behavior, reproductive physiology and sperm
competition in male mammals. Physiology and Behavior, 83, 361-71.

El-Kelawy, H., Tawfeek, M., El-Gaafary, M. e Ibrahim, H. (2012). Viability and fertilizing
ability of extended rabbit semen stored at 5°C. Ponencia presentada en el 10%*
Congreso Mundial de Cunicultura, septiembre 3-6. Sharm El- Sheikh, Egipto.

Lavara, R., Mocé, E. y Vicente, S. (2003). Buenas Practicas en Inseminacion Artificial I:
Preparacion de Dosis Seminales. Boletin de Cunicultura, 128, 14-23.

Lavara, R., David, I., Mocé, E., Baselga, M. y Vicente, S. (2013). Environmental and male
variation factors of freezability in rabbit semen. Theriogenology, 79, 582-589.

Maertens, L. y Luzi, F. (1995). Effect of diluent and storage time of rabbit semen on the
fertility of does reared under two different lighting schedules. World Rabbit
Science, 3(1), 27-34.

Roca, T., Martinez, S., Vazquez, J. y Martinez, E. (2000). Viability and fertility of
rabbit spermatozoa diluted in Tris-buffer extenders and stored at 15°C. Animal
Reproduction Science, 64, 103-112.

Rosato, M., Rebollar, P., y Iaffaldano, N. (2006). Comparacion de diferentes diluyentes en las
caracteristicas cualitativas del semen de conejo durante su conservaciéon. Ponencia
presentada en el XXXI Simposio de Cunicultura, mayo 19 y 20. Valladolid, Espana.

Sanchez, A., Cartagena, A. y Berland, M. (2006). Comparacion del efecto de dos diluyentes
sobre la fertilidad potencial de semen canino refrigerado. Revista de Investigacion
Veterinaria Perit, 17(1), 1-7.



Salamon, S. y Maxwell, W. (2000). Storage of ram semen. Animal Reproduction Science,
62, 77-111.

Torres, G. (2012). Aceptacion y disponibilidad a pagar de los consumidores por la carne de
conejo. Disertacion de maestria, Colegio de Postgraduados, México.

Vega, M., Barrio, M., Quintela, L., Becerra, J., Cainzos, J., Prieto, A., Rodriguez-Zamora,
A. y Herradon, P. (2012). Evolucion del manejo reproductivo en cunicultura.
Informacion técnica econéomica agraria, 10(2), 172-190.

THA OAIA NI AINVZITILYHA AVAIOVAVD X OY.LIA NI NOIDVAHASNOD V1 HA NOIDVAVAINOD

SHLNIANTIA SOd NOD OQvVdIADIYAHY OfANOD HA NHINAS

285



La presente edicién de
El espermatozoide: una mirada desde México
se concluy6 en enero de 2019.

Revisién y cuidado editorial: Andrea Lépez Monroy.
Disefio y maquetacién: Luis G. Vazquez Moctezuma.
Servicios editorales Scriptus.

El tiraje consta de 100 ejemplares y en su
composicién se utilizé la familia
tipografica New Century Schoolt.






Para la mayoria de las personas el espermatozoide es “la otra célula
que participa en la reproduccién’. Para quienes escribimos en el
presente volumen es “una célula tinica, con caracteristicas fascinantes
que atrapa nuestra atencién y nos mantiene eternamente asombrados”.
Deseamos que este libro le permita al lector conocer algunas
de las contribuciones que hacemos desde México para ampliar el
conocimiento sobre el gameto masculino.

Los articulos que aqui se reinen derivan de las Jornadas Estatales de
Reproduccion que iniciaron en el afio 2010 —y cuya realizacion contintia
a la fecha- por iniciativa de los grupos de investigacién Morfofisiologia
y Bioquimica del Espermatozoide de la UAM-Iztapalapa y de los
miembros del Laboratorio de Investigaciéon en Reproduccién Animal
(LIRA) de la Universidad Auténoma “Benito Juarez” de Oaxaca, con
el objetivo de abrir un foro critico que permitiera a los estudiantes
expresarse con toda libertad y con ello construir conocimientos sélidos.
Este foro ha crecido afio con afo, incluyendo talleres que han abordado
desde temas practicos de campo, como la inseminacioén artificial y la
transferencia de embriones en ovinos y caprinos, hasta la evaluacién y
congelacion de semen en el laboratorio.
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