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INTRODUCCION

El mantenimiento de los niveles idnicos intracelulares es uno de los mecanismos
mas importantes con los que cuenta el espermatozoide de mamifero para el
mantenimiento de su funcionalidad. Asi, se ha podido comprobar que la existencia de
un flujo correcto de cationes como el Na“ o el K” es vital en diversas especies para el
control de la motilidad y la resistencia a cambios de osmolaridad (1-5), si bien no existe
informacion detallada en los rumiantes. Este trabajo se ha centrado en estudiar el papel
que asume la actividad ATP-asa dependiente de Na" y K', en la regulacién de la
motilidad y de la resistencia osmética en espermatozoides frescos de morueco, con el
fin de extender el conocimiento sobre el papel de estas actividades en la regulacion de
la funcionalidad de los espermatozoides maduros. Para ello, se han incubado
espermatozoides de morueco sin diluir, en una solucién isosmoética (298 v 7 mOsm),
una solucién hiposmotica (103 v 2 mOsm) y una solucién hiperosmética (2010 v 11
mOsm) en presencia de ouabaina, un inhibidor especifico de esta ATP-asa, observando
el efecto del inhibidor sobre la viabilidad, la integridad acrosémica, la morfologia de la
colay diversos parametros de motilidad en las diversas condiciones estudiadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

La incubacion con ouabaina de eyaculados frescos durante 30 minutos produjo
un incremento significativo en el porcentaje de acrosomas alterados y de deformacion
de las colas, asi como una disminucion en la motilidad total (porcentaje de
espermatozoides que mostraron una velocidad curvilinea, VCL, mayor de 25 ym/sg) que
fueron dependientes de la dosis de ouabaina (Tabla 1). Estos resultados se
acompanaron con cambios significativos (p+0,001) en diversos parémetros de motilidad:
Disminucién del valor medio de VCL de la muestra, del coeficiente de linealidad (LIN) y
de la frecuencia de batido de la cabeza (BCF) y un aumento en el desplazamiento
medio de movimiento de |la cabeza (HME; Tabla 1).

Resultados parecidos se observaron cuando los espermatozoides se incubaron
durante 30 minutos con ouabaina, y posteriormente se incubaron otros 30 minutos en
una solucidén isosmética en presencia del inhibidor. Asi se observd un incremento
significativo en el porcentaje de acrosomas alterados y una disminucién de la viabilidad
(solo a la concentracion méaxima de ouabaina) y la motilidad total. Igualmente, se
observé una disminucion del BCF y un incremento del HME, mientras que otros
parametros sufrieron cambios dificiles de interpretar (Tabla 2).

La incubacion de los espermatozoides durante 30 minutos con ouabaina seguida
de una incubacion hiposmotica en presencia del inhibidor incrementd los porcentajes de
acrosomas alterados y de colas deformadas, aunque estos efectos sélo fueron
significativos a la maxima concentracién del inhibidor (Tabla 3). En espermatozoides
incubados en un medio hiperosmético sélo se observé un incremento significativo en el
porcentaje de acrosomas alterados, que fue dependiente de la concentracién de
ouabaina (Tabla 3). .

Nuestros resultados muestran que la actividad ATP-asa dependiente de Na' y K
interviene parcialmente en el mantenimiento de la motilidad y en la resistencia a los
cambios osmoéticos de los espermatozoides de morueco. Los resultados recuerdan los
descritos en espermatozoides porcinos (1,2), los cuales mostraron una resistencia a la
ouabaina muy superior a la observada en otras especies. Este hecho indica la
existencia de diferencias en la actividad ATP-asa entre especies de mamiferos. Hay que
resaltar que son precisamente las especies con un volumen intraceluiar mayor, y que
presentan un porcentaje de agua inmovilizada mas alto las que muestran mas
resistencia a la ouabaina. Este hecho parece indicar que si bien la actividad ATP-asa es
importante para establecer la resistencia espermatica a los cambios osméticos, otros
factores, como el citado volumen acuoso, modulan de manera muy importante la
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capacidad que tiene la ATP-asa de controlar el intercambio iénico y acuoso
espermatico. Teniendo en cuenta ademas, que la actividad ATP-asa genera una gasto
considerable de energia en forma de ATP, no es extrafio que en células con mayor
volumen como la porcina o la ovina, y que por tanto necesitan una mayor actividad ATP-
asa para equilibrar iénicamente el espermatozoide frente a cambios de osmolaridad,
tenga otros mecanismos de equilibrio i6nico menos onerosos para la célula, como
podrian ser la difusion por gradientes sin gasto energético, como la bomba de Na“ y H'.
Asi pues, el equilibrio entre mecanismos consumidores de energia y mecanismos sin
gasto energético es el punto esencial para entender los mecanismos activos de
resistencia osmaética que presentan los espermatozoides de mamifero.

Hay que destacar también los efectos que genera la inhibicion de la actividad
ATP-asa sobre la motilidad. Se sabe que la motilidad espermatica depende de la
energia generada durante el ciclo de Krebs en las mitocondrias. Sin embargo, esta
menos clara la relacion entre la generacién mitocondrial de ATP y la modulacion de la
contractibilidad del flagelo mediante el gasto de energia producido por la actividad ATP-
asa dependiente de Na' y K'. Parece evidente que, al menas en el caso del morueco, y
tal y como se ha observado eni porcino, canino o equino (1,3), la actividad ATP-asa esta
interviniendo en el mantenimiento de una motilidad funcionalmente correcta, lo que lleva
a suponer que la motilidad en estas especies no sélo depende de la capacidad que
tenga el espermatozoide de producir energia a partir de azucares, sino también de su
capacidad de modular el gasto a través de cambios en las relaciones idnicas. Por tanto,
no sélo la adicién de monosacaridos, sino el mantenimiento de unos niveles ionicos y
de pH correctos son fundamentales para el sostenimiento de una motitidad funcional.
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TABLAS
Tabla1. Efectos de la ouabaina sobre el semen de morueco fresco

CONTROL bo-? M 10° M 10° M Lo*’ M
VIABILIDAD (%) | 93,9+0,8 93,60,9 92,7+1,4 94,7405 96.4£0,3"
ACROSOMAS 8,3£0,7 17,6127 | 15,8¢1,3™ 23,5417 30,8419
ALTERADOS (%)
COLAS 6,4£0,8 8,640,9° 7,740,9 10,0£0,9" 10,920,7"
ALTERADAS (%)
MOTILIDAD 77,1£1,9 81,515 75,5422 57,843,2" 51,4436
TOTAL (%)
VCL (um/sg) 1012438 | 110,7+3.3 | 99.7+2,4 86,3+2,9™ 90,8+4.7"
LIN (%) 60,0%1,7 60,116 58,9+1,6 521421 | 42,8+16"
DNC 629,8+43,6 | 551,3£351 | 495842447 | 377121017 | 471,3+326"
BCF (Hz) 13324026 | 13,19:0,23" | 12,46+0,24" | 12,14£0.19™ | 12,14:0,27"
HME (um) 1,39:0,08 | 1,36+0,05 | 1,39+0,08 1,710,057 | 1,9120,117

n=8. Datos como medias = S.E.M. **:p(0,005. ***:p{0,001. Las diferencias se expresan frente al respectivo

grupo Control.
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Tabla 2. Efectos de |a ouabalina sobre espermatozoides de morueco incubados en un medio isosmético

CONTROL | 107 M 10° M 10° M 10* M
VIABILIDAD (%) | 94,0£1,0 92,8+1,2 94,8+0,8 92,9413 7524317
ACROSOMAS 18,641,3 21,3£2,3 28,3+2,6™ 24,8+2,8" 29,241,6™
ALTERADOS (%)
COLAS 12,0£1,0 14,0¢1,5 13,8+1,2 17,141,3" 13,3+1,6
ALTERADAS (%)
MOTILIDAD 79,5%1,1 7164147 | 7162147 70,142,0™ 53,6432
TOTAL (%)
VCL (um/sg) 91,1434 87,142,5 94,5+3,5 92,2423 852428
LIN (%) 51,6+0,9 49,2%16 49,642,0 50,2+2,0 450421
DNC 606,2+36,8 .| 551,3+351 | 423,8+28,8" | 370,6422,9" | 387,0+19,7"
BCF (Hz) 13,84:025 | 13,19£0,23 | 13,49:0,38 | 12,60£0,11" | 12,93:0,27"
HME (um) 1,29¢0,06 | 1,36£0,05 | 1,36£0,03 1,50£0,06" | 1,63£0,05™

n=8. Datos como medias + S.E.M. **:p(0,005. ***:p{0,001. Las diferencias se expresan frente al respectivo
grupo Control.

Tabla 3. Efectos de la ouabalna sobre espermatozoides de morueco incubados en medios hipo- e
hiperosmoético

MEDIO HIPOSMOTICO

CONTROL | 107M 10° M 10°M 10* M
VIABILIDAD (%) 94,0+1,1 91,941,5 92,7+14 92,6+1,3 92,3+1,1
ACROSOMAS 31,8+2,4 34,2423 31,542,5 41,743,0™ 43,4434
ALTERADOS (%)
COLAS 38,0+2,3 38,612,7 36,3+2,5 39,3+2,1 44,12.0"
ALTERADAS (%)

MEDIO HIPEROSMOTICO

CONTROL | 107 M 10° M 10°M 10* M
VIABILIDAD (%) 96,6+0,3 94,0412 95,6+0,6 95,010,8 94,6+0,8
ACROSOMAS 13,8+1,2 14,6+1,1 18,9+1,6" 18,9+1,9” 236+2,5"
ALTERADOS (%)
COLAS 7.940,7 8,0+0,6 7,940,7 7,2¢1,0 8,2+1,1
ALTERADAS (%)

n=8. Datos como medias + S.E.M. *:p(0,01. **:p(0,005. ***:p(0,001. Las diferencias se expresan frente
al respectivo grupo Control.
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