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RESUMEN

Medrano Diaz, Antonio A. 2005. Disefio de diluyentes optimizados para la

conservacion de semen porcino en refrigeracion.

El primer objetivo de este estudio fue determinar los mecanismos de utilizacion
energética de diferentes monosacaridos (glucosa, fructosa, manosa y sorbitol), por parte
de los espermatozoides de cerdo. Para ello, los espermatozoides fueron incubados sin
ningln sustrato energético y con diferentes hexosas. Las concentraciones utilizadas de
las hexosas fueron de 10 mM, siempre que se queria determinar el efecto del tiempo de
incubaciéon, y de ImM, 5mM, 10mM, 20 mM, 50mM cuando lo que se pretendia
determinar era el efecto de la concentraciéon del sustrato metabolizable. Las
incubaciones se realizaron durante 5 min., 15 min., 30 min., y 60 min., para el caso del
efecto tiempo, y durante 60 minutos para analizar el efecto concentracion. Las
incubaciones fueron realizadas en un medio de Krebs-Ringer-Henseleit carente de
substratos energéticos. Tras estas incubaciones, se determinaron tanto la viabilidad
como el estado de los acrosomas como marcadores funcionales del estado de los
espermatozoides. También se determinaron los niveles intracelulares de algunos
metabolitos energéticos, como la glucosa 6-fosfato, el glucogeno y el trifosfato de
adenosina (ATP). Ademads, también se midi6é el ritmo de formacion de L-lactato
extracelular proveniente de la glucolisis y el de CO, como producto final del ciclo de
Krebs. La conclusion mas relevante extraida de este estudio fue que la glucosa es el
monosacarido utilizado preferentemente por los espermatozoides de cerdo. Esta glucosa
es metabolizada principalmente por la via glucolitica (en un 99%). Finalmente, el

control de la via de consumo de la glucosa se realiza basicamente en dos puntos, el



primero la modulacién de la actividad hexoquinasa, y el segundo la modulacién de la

actividad piruvato quinasa.

Como complementacion del estudio anterior, también se estudi6 el comportamiento
cinético de las principales actividades enzimaticas que controlan la ruta glucolitica,
como son la hexoquinasa, que regula la fosforilacion inicial de los monosacaridos, y la
piruvato quinasa, que regula la introduccién del producto final de la glucolisis en el
ciclo de Krebs. Estos estudios mostraron que la hexoquinasa tiene una afinidad muy
superior hacia la glucosa cuando la comparamos con los otros monosacaridos
estudiados, mientras que la piruvato quinasa muestra una gran dependencia en su
actividad del equilibrio intracelular entre los niveles de bifosfato de adenosina (ADP) y
de ATP, lo que permite un control muy sensible de la obtencion de energia a través del
flujo glucolitico. Finalmente, también se evaluo el patron de fosforilacion en residuos
de tirosina en los espermatozoides de cerdo. Los extractos celulares mostraron un patrén
uniforme, con una banda de fosforilaciéon mayoritaria a 45 Kda de peso. Este patrén no
sufrié cambios significativos tras la incubacion con cualquiera de los azlcares. Este
resultado indica la falta de una accidon moduladora especifica de los azicares sobre la

funcionalidad espermadtica porcina.

Otro de los objetivos consistié en evaluar la utilizacion de sustratos no glucolisables, y
por lo tanto, no utilizables a través de la glucolisis, para la obtencion de energia como el
citrato y el lactato por parte de los espermatozoides de cerdo. El disefio experimental
sobre concentraciones y tiempos de incubacion fue igual al ya descrito para los
monosacaridos. Las incubaciones también se realizaron en un medio de Krebs-Ringer-
Henseleit carente de azlicares, y los pardmetros evaluados fueron los mismos que en la
primera fase de este trabajo. Ademads, en este caso se determind el comportamiento

cinético de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) como punto clave de control de la



entrada de substratos hacia el ciclo de Krebs. Este estudio establecio la presencia de un
tipo de LDH especifico de esperma en el espermatozoide de cerdo, lo que fue
evidenciado a través del andlisis del Western blot y confirmado por los resultados de
inmunocitoquimica, los cuales mostraron una reaccion positiva en la pieza principal de

la cola, con una débil sefial en la pieza intermedia.

La conclusion principal que se pudo deducir de los resultados obtenidos con los
substratos no glucolisables fue que los espermatozoides de cerdo pueden utilizar
eficientemente como tunica fuente de energia tanto el citrato como el lactato, la
utilizacion de estos sustratos se lleva a cabo a través de vias energéticas controladas por
la LDH, es decir, basicamente el ciclo de Krebs, siendo el ritmo de flujo asimismo

estrechamente regulado por los niveles intracelulares de ATP.

También se evaluo en este caso el efecto de la incubacion con citrato o lactato sobre el
patron de fosforilacion en residuos de tirosina. En este caso, al incubar con 10 mM de
citrato o lactato se observdé un aumento notable de la intensidad de todas las bandas,
especialmente de la de 45Kda, si bien no aparecian cambios significativos en el patrén
de bandas especifico de fosforilacion, este resultado indica igualmente una falta de

accion especifica de los sustratos sobre la funcionalidad espermatica.

El objetivo final de nuestro trabajo fue el disefio de cuatro formulas experimentales, que
combinaran un monosacarido a diferentes concentraciones con un sustrato no
glucolisable (citrato o lactato a diferentes concentraciones), con el objetivo primordial
de estudiar el efecto que tiene estos cambios en el tipo especifico de suministro
energético en la conservacion a largo plazo en refrigeracion. La finalidad subyacente a
este estudio fue la de obtener informacidon para la obtenciéon de un diluyente de
conservacion de semen refrigerado porcino que lograra sobrepasar los 7 dias de

conservacion entre 15 y 17°C. Para evaluar la eficacia de estas cuatro formulas en la



conservacion de semen refrigerado de cerdo se midieron los siguientes parametros: Los
porcentajes de viabilidad y de acrosomas alterados, como indicadores del estado
funcional del espermatozoide, el ritmo de formacion de lactato, los Tests de Resistencia
Osmotica (ORT) y de Resistencia Hiperosmoética (HRT), como las pruebas de mayor
significacion para evaluar la calidad de los espermatozoides, tal y como ha sido
descrito en publicaciones previas. La conclusion final fue que un medio que contenga
niveles altos de glucosa (siempre inferiores a los que contienen los diluyentes
comerciales mas ampliamente utilizados) y niveles relativamente bajos de lactato como
fuente alternativa de energia permite una conservacion de los espermatozoides porcinos
a temperaturas entre 15-17°C por un tiempo mayor a lo observado incluso en diluyentes
comerciales utilizados ampliamente, como el BTS. Por lo tanto, un disefio optimizado
de las fuentes energéticas glucoliticas y no glucoliticas es imprescindible para la mejora

de los diluyentes de semen porcino en refrigeracion.

Claves: Metabolismo espermatico, Monosacaridos, piruvato, lactato, sustratos

energéticos, conservacion en refrigeracion.
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CAPITULOI:
INTRODUCCION Y OBJETIVOS
1. INTRODUCCION

En la industria del cerdo, la inseminacion artificial (IA) con semen refrigerado se ha
venido utilizando con bastante éxito en esta especie desde hace unos 20 afios en la
mayoria de paises desarrollados. De hecho, el 99% de las dosis que se comercializan
para la IA en cerdos son de semen refrigerado (Jonson et al., 2000), obteniéndose
resultados de un 83% de partos con una prolificidad media de 10-11 lechones por
camada (Johnson LA., 1998). En cambio, la utilizacion de semen congelado es inferior
al 1% de todas las inseminaciones realizadas en esta industria (Jonson et al., 2000). Esta
gran diferencia de utilizacion se basa tanto en aspectos técnicos como comerciales. Asi,
si bien es cierto que tanto la refrigeracion como la congelacion inducen cambios en la
funcionalidad espermatica parecidos a la capacitacion en numerosas especies
domésticas (Bailey et al., 2000), el proceso de criopreservacion produce una mucho
mayor disminucion de la fertilidad al compararlo con la refrigeracion, probablemente a
causa de la combinacion de la ya mencionada alteracion de la funcionalidad con una
pérdida de viabilidad de los espermatozoides debida a las grandes alteraciones ultra
estructurales que ha de soportar la célula durante el proceso de
congelacion/descongelacion. Para entender mejor el dafio extra producido por la
congelacion, hay que explicar que, como punto mds importante, el cambio brusco de
temperatura implicito en el proceso provoca un considerable estrés osmotico y toxico
por exposicion de las células a una elevadisima concentracion molar de los
crioprotectores, ademds de inducir la formacién y posterior disolucion de hielo en el
ambiente extracelular (Watson PF., 2000). Por otra parte, el coste economico de la

congelacioén es muy superior al de la refrigeracion, por lo que el gasto en la realizacién
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de una IA con semen congelado también es muy superior a la de la misma IA con
semen refrigerado. La combinacion de ambos factores explicaria la poca incidencia que
tiene hoy en dia el uso de semen congelado en el manejo rutinario de las granjas
porcinas.
La gran extension de la IA en las explotaciones porcinas ha llevado a la puesta en el
mercado de un gran nimero de diluyentes disefiados para su uso de forma rutinaria en la
dilucion y conservacion de semen refrigerado a 15-18° C (Althouse GC., 1997,
Althouse et al., 1998; Dubé¢ et al., 2004). Todos estos diluyentes estan disefiados para
lograr mantener la capacidad fertilizante de los espermatozoides durante varios dias,
(Dubé et al., 2004), siendo una de las cuestiones mas importantes que tiene que
solventar el hecho de permitir a los espermatozoides conservados una optima utilizacion
de las fuentes energéticas presentes en su composicion. Teniendo en cuenta esto, los
diluyentes de semen de cerdo en refrigeracion han sido subdivididos en dos grupos,
basados en la longitud de tiempo que son capaces de preservar el semen en estado
liquido sin apreciable pérdida de su fertilidad. Estos grupos reciben el nombre de
diluyentes de corta duracion (cuando conservan el semen por 1-2 dias) y diluyentes de
larga duracion (cuando conservan el semen por mds de 3 dias). En estos ultimos,
ademas de conservarse durante mayor periodo de tiempo, se encuentran nutrientes para
la obtencion de energia y la proteccion a largo plazo de la célula frente al choque por
frio, y ademas, mediante una solucion tamponada, son capaces de controlar los efectos
dafiinos de las fluctuaciones del pH, asi como el mantenimiento de un apropiado
balance osmotico (Althouse FC., 1997). Por lo tanto, el control de todos estos aspectos
es fundamental para la optimizacion del disefio de estos diluyentes.

En la actualidad, uno de los principales objetivos en espermatologia es el desarrollo de

nuevos métodos que permitan detectar con precision las alteraciones caracteristicas en
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los espermatozoides, y que también sean capaces de predecir o evidenciar una reduccion
en la fertilidad (Amman y Hammerstedt., 2002; Gadea J., 2005). Los métodos clasicos

para la evaluacion de semen se basan en la aplicacién conjunta de una bateria de
pruebas para garantizar el control de calidad de las dosis seminales que se
comercializaran posteriormente. La evaluacion de la motilidad es la prueba mas
utilizada, porque ademds de ser rapida, simple y econdmica, es capaz de indicar el
estado de las membranas y su funcionalidad. Ademas, también resulta patente el hecho
obvio de que la motilidad espermatica es un elemento indispensable para que ocurra la
fecundacion natural (Gadea J., 2005). Sin embargo, segin diversos autores, (Selles et
al., 2003; Holt et al., 1997; Gadea et al., 1998; Quintero-Moreno et al., 2004) no existe
una buena correlacién entre este parametro y la fertilidad, por lo que su uso como
elemento del andlisis seminal porcino no ha de ser nunca el preponderante. Por otra
parte, en el estudio de la calidad seminal porcina no hay que olvidar que uno de los pre-
requisitos indispensables para el adecuado metabolismo y funcionamiento de los
espermatozoides es que su membrana plasmatica se encuentre intacta. Entre los
diferentes métodos utilizados para la evaluacion de la integridad de esta membrana se
incluye la realizacién de diferentes tinciones, entre las que destacariamos de Eosina-
nigrosina (Bamba, 1988). Sin embargo, la informacion sobre la estructura de la
membrana que dan estas tinciones estd relacionada de manera laxa, aunque importante,
con la fertilidad (Quintero-Moreno et al., 2004). Probablemente, este hecho se deba a
que estas pruebas solo nos proveen informacion acerca de la viabilidad de la célula,
pero no acerca de su funcionalidad. Por el contrario, todas aquellas pruebas basadas en
la observacion de la respuesta funcional del espermatozoide parecen tener un mayor
peso en la evaluacion de la calidad seminal porcina (Holt et al., 1997; Gadea et al.,

1998; Selles et al., 2003; Quintero-Moreno et al., 2004), por lo que una profundizacion
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en el estudio de la funcionalidad espermatica permitiria una mejor optimizacion en el
disefio y desarrollo de estas pruebas funcionales.

Existe una amplia variaciéon de pruebas que determinan la funcionalidad espermatica
porcina. Asi, una de las mas utilizadas hoy en dia es el Test de Resistencia Osmética
(ORT; Schilling et al., 1986). Esta prueba evalua el porcentaje de acrosomas intactos
tras la incubacion de semen fresco en dos soluciones de diferente presion osmotica
durante un periodo de incubacién de 15 minutos en un medio isosmotico a 39° C (300
mOsm/kg) y de 2 horas en un medio hipo-osmético a 39° C (150mOsm/kg). La
evaluacion del estado de los acrosomas después de dichos periodos de incubacion
permite comparar la resistencia osmotica de las membranas de distintos eyaculados, asi
como, resulta una importante ayuda en el intento de prediccion del comportamiento de
los espermatozoides, tanto en lo referente a fertilidad como en lo relativo a la capacidad
de conservacion (Pérez-Llano et al., 1998). Otra prueba espermatica, derivada de la
anterior y que ha sido utilizada para conocer el estado de las membranas del
espermatozoide de cerdo, es el Test de Resistencia Hiper-osmotica (HRT; Quintero-
Moreno, 2004) que nos permite evaluar tanto la viabilidad como el porcentaje de
acrosomas alterados, y que también puede tener un papel importante en la mejora del
analisis de calidad seminal porcina (Caiza de la Cueva., 1998). Otras pruebas
funcionales que han demostrado ser de gran utilidad son la determinacion del ritmo de
formacion de L-lactato (Rigau et al., 1996) y, por supuesto, todas aquellas basadas en la
penetracion (homologa o heterdloga) y la fecundacion “in vitro” (Berger and
Parker.,1989;Ivanova and Mollova., 1993; Fazeli et al.,, 1995; Matas et al., 1996;
Flowers, 1997; Xu et al., 1998; Gadea et al., 1998; Fazeli et al., 1999; Selles et al.,
2003;), si bien su desarrollo practico en condiciones de rutina es dificil debido a la

infraestructura que se necesita para su correcta realizacion. En su conjunto, todas estas
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pruebas dan una idea mas o menos precisa del estado funcional del semen evaluado. Sin
embargo, seria necesaria la aparicion de pruebas funcionales mas exactas, que aumenten
aun mas el grado de precision del analisis. Sin embargo, el desarrollo de estas nuevas
técnicas so6lo puede ser llevado a cabo si conocemos previamente con mucha mayor
profundidad los mecanismos moleculares de regulacion de la funcionalidad espermatica.
Uno de los aspectos mas importantes que explican la funcionalidad espermatica es la
capacidad que tiene estas células para mantener unos niveles energéticos Optimos en
cada momento de su existencia. En toda célula, los niveles energéticos estan
estrechamente relacionados con la concentracion intracelular de ATP. Siguiendo este
razonamiento, el andlisis de la concentracion de ATP ha sido sugerido como una prueba
razonable de evaluacion del estado funcional espermatica. Sin embargo, los resultados
publicados no muestran una correlacion significante entre este parametro con la
fertilidad, ya que la medicion de ATP parece tener poco valor diagnostico en predecir la
capacidad fecundante cuando es evaluada por andlisis de multivarianza (Gadea, 2005).
Este resultado implica que el mantenimiento del nivel energético espermatico depende
no solamente de los niveles intracelulares de ATP, si no también de como se alcanzan y
regulan estos niveles. Teniendo en cuenta esto, resulta evidente que el estudio de como
el espermatozoide porcino adquiere y modula niveles energéticos frente a cambios en
las condiciones ambientales adquiere una grandisima importancia en la comprension la
funcionalidad espermatica.

El espermatozoide de cerdo tiene la habilidad de utilizar una amplia variedad de
sustratos para obtener energia. Algunos no son monosacaridos, como el lactato (Jones,
1997), el piruvato (Jones, 1997), el glicerol o el glicerol 3-fosfato (Jones et al, 1992).
Sin embargo, los monosacaridos parecen ser la fuente principal de energia. Asi, el

espermatozoide de cerdo tiene la habilidad de metabolizar con alta eficiencia los

15



azucares presentes en el plasma seminal, tal y como la glucosa (Jones y Connor, 2000;
Marin et al., 2003) o la fructosa (Jones y Connor, 2000). La via principal que el
espermatozoide de cerdo utiliza para metabolizar estos azucares es la glucolisis, puesto
que la energia obtenida a través de la metabolizacion de monosacaridos como la glucosa
a través de otras vias como el ciclo de Krebs solo es alrededor de un 5% del total de
energia producida por este azucar (Marin et al., 2003). Este resultado concuerda con el
hecho que la glucdlisis juega el papel principal en el suministro de ATP destinado al
movimiento (Mukai y Okuno, 2004), a pesar del punto de vista tradicional que indica
que el ciclo de Krebs y la actividad mitocondrial y no la glucélisis mantienen la
motilidad. Por otro lado, la utilizacion de aztlcares a través de otras vias metabolicas
alternativas en el espermatozoide de cerdo esta en discusion. Asi, mientras que algunos
autores no han encontrado la presencia de ninguna de estas vias, tal y como la
glucogénesis utilizada como mecanismo de reserva energética, (Mukai y Okuno, 2004),
otros trabajos detectaron la presencia de dicho mecanismo de reserva energética en
diversas especies, entre ellas la porcina (Ballester et al., 2000). Igualmente, mientras
que la teoria generalmente aceptada, asi como los datos publicados, indican que el
espermatozoide de cerdo carece de una via gluconeogénica funcional (Marin et
al.,2003), algunos autores teorizan que esta via puede estar activa en espermatozoides
de verraco, en similitud a lo observado en otras especies, como el perro, en la cual se
observa la presencia de una gluconeogénesis funcional e importante para completar la
capacitacion “in vitro” en un medio sin azucares (Albarracin et al., 2004; Mukai y
Okuno, 2004). Todas estas discrepancias resaltan la falta de suficientes estudios que
permitan la exposicion de una hipotesis unificada que explique los mecanismos

regulatorios ligados al metabolismo energético en el espermatozoide de cerdo.
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Uno de los puntos mas intrigantes respecto al metabolismo energético del
espermatozoide de cerdo es la diferente capacidad que presentan estas células para
utilizar monosacéaridos asimismo diferentes. Asi, la bibliografia indica que el
espermatozoide de cerdo utiliza de una manera mas eficiente la glucosa que la fructosa,
tal y como indica un incremento en el ritmo de sintesis de ATP (Jones y Connor, 2000).
Esto reviste gran importancia ya que la glucosa y la fructosa no son utilizadas sélo
como mero sustrato energético, si no que también son utilizados como moduladores
funcionales especificos, al menos en algunas especies. En relacion con este punto, se ha
descrito que el porcentaje de fecundacion “in vitro” de espermatozoides de raton es
mucho mayor en un medio presencia de glucosa que con concentraciones iguales de
fructosa o manosa (Roger y Perreault, 1990). Este resultado parece relacionarse con la
existencia de cambios especificos en la membrana plasmatica dependientes de glucosa
que ocurren durante la capacitacién “in vitro” y la penetracion (Fraser y Herod, 1990).
Por otro lado, la incubacién con glucosa y fructosa indujo cambios especificos en el
patrén de fosforilacion en residuos de tirosina (Tyr-Phos) de espermatozoides de perro
de eyaculados frescos (Rigau et al., 2002), indicando que ambos azlcares actian de
manera distinta y especifica sobre la funcionalidad global de estas células. Todos estos
datos indican que un conocimiento preciso de de las vias especificas de utilizacion de
los diferentes monosacaridos pueden ser de maxima importancia para entender los
mecanismos que controlan la funcionalidad “in vivo” del espermatozoide de cerdo.

A pesar de la evidente importancia de los monosacaridos, no hay que olvidar, que el
espermatozoide porcino, como ya se ha dicho antes, también es capaz de utilizar
substratos no monosacaridos como fuente de energia. Sin embargo, la utilizaciéon de
estos substratos no estd bien estudiada, asi como no se comprende demasiado bien su

utilidad. Una particularidad de los substratos no monosacéaridos es que si bien hay
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algunos, como el glicerol, que seran utilizados a través de la via glucolitica, otros, como
el lactato, el piruvato o el citrato seran utilizados a través de otras vias, como el ciclo de
Krebs. Sin embargo, como ya se ha dicho, el espermatozoide porcino es eminentemente
glucolitico, y la importancia de la obtencion de energia a través del ciclo de Krebs
parece ser baja (Marin et al., 2003). Esta contradiccion pone de manifiesto el
desconocimiento que tenemos de como el espermatozoide es capaz de utilizar substratos
no glucoliticos de manera eficiente. Esta cuestion es mas importante de lo que parece,
puesto que su comprension ayudaria en gran medida, no so6lo a la implantacion de
nuevas pruebas funcionales que permitan mejorar el andlisis de calidad seminal, si no
también al disefio de diluyentes en refrigeracion optimizados para mantener los niveles
energéticos, y por lo tanto la funcionalidad espermatica, en condiciones no glucoliticas,
probablemente subdptimas.

Teniendo en cuenta estos puntos, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue el de
establecer los mecanismos mediante los cuales los espermatozoides de cerdo de
eyaculados frescos utilizan de manera especifica y diferencial diversos sustratos
glucoliticos y no glucoliticos. Los substratos glucoliticos utilizados fueron cuatro
monosacaridos distintos: la glucosa, la fructosa y la manosa, que entran al metabolismo
energético a través de fosforilacion directa mediante la actividad hexoquinasa (Rawn,
1983; Lehninger et al., 1993), y el sorbitol, que entra en la glucdlisis a través de su
transformacion previa en fructosa y la subsiguiente fosforilacion a fructosa 6-fosfato
modulada por la hexoquinasa (Newsholme and Leech, 1983). Por otra parte, los
substratos no glucoliticos utilizados fueron el L-lactato y el citrato, los cuales
probablemente son utilizados a través del ciclo de Krebs. Una vez realizado este estudio
se llevd a cabo un 1ultimo trabajo, en el cual se disefiaron diversos diluyentes

experimentales en refrigeracion, basdndose en diversas concentraciones combinadas de
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substratos energéticos glucoliticos y no glucoliticos, con la finalidad de analizar la
importancia que tiene el equilibrio en la concentracion de estos substratos en el
mantenimiento de la funcionalidad y la calidad seminal porcina durante la conservacion

en refrigeracion.

2. OBJETIVOS:
2.1. Objetivo general.

El objetivo final del trabajo es el disefio de un diluyente optimizado para lo
conservacion a medio/largo plazo (15 dias) a 16°C de muestras seminales porcinas con
una minima perdida del potencial fertilizante.

Este objetivo final se desarrollo a través de los siguientes objetivos especificos:

2.1.1. Tomando en cuenta que la principal fuente energética del espermatozoide de
mamifero es el consumo de monosacaridos, se estudio el efecto de la incubacion con
diferentes azucares sobre el metabolismo energético del espermatozoide de cerdo.

Este objetivo fue desarrollado por medio de la siguiente metodologia:

- Evaluacion el estado funcional de los espermatozoides tras la incubacion, por
medio de los porcentajes de viabilidad y de acrosomas alterados, como marcadores del
estado funcional espermatico.

- Valoraciéon de los cambios en los niveles intracelulares de diferentes
metabolitos basicos en el mantenimiento de los niveles energéticos, como la glucosa 6-
fosfato (G 6-P), el glucogeno y trifosfato de adenosina (ATP) inducidos por la

incubaciodn con las diferentes hexosas (glucosa, fructosa, manosa y sorbitol).
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- Determinacién del ritmo de formacion de L-lactato como producto de la via

glucolitica y de CO, como producto del ciclo de Krebs.

- Evaluaciéon de las dos principales actividades enzimaticas que controlan la
glucolisis, como son la actividad hexoquinasa, que regula la fosforilacion inicial de las
hexosas, y la piruvato quinasa, que regula la introduccién del producto final de la
glucdlisis en el ciclo de Krebs o bien a la formacion de lactato extra celular.

2.1.2. Conociendo la habilidad de los espermatozoides de cerdo de utilizar sustratos no
monosacaridos como fuentes alternativas de energia cuando no dispone de
monosacaridos glicolizables en el medio en el que se encuentra, estudiamos el efecto de
la incubacion con citrato o lactato sobre el metabolismo de los espermatozoides
porcinos. Para ello, se incubaron nuevamente los espermatozoides porcinos, pero esta
vez utilizamos citrato o lactato como unico sustrato energético. En esta ocasion también
valoramos la viabilidad y el estado de los acrosomas, asi como los niveles intracelulares
de metabolitos energéticos producto de la utilizacion del citrato y el lactato. Ademas, se
determinaron los ritmos de formacion de L-lactato y CO, extracelulares como productos
finales del metabolismo. Por ultimo, determinamos la actividad lactato deshidrogenasa
(LDH), por ser este un punto importante de modulacion en la via de entrada directa de
cualquier substrato hacia el ciclo de Krebs.

2.1.3. Finalmente, disefiamos varias formulas de diluyentes para la conservacion de
semen porcino refrigerado entre 15-17°C, que combinaron diversas concentraciones de
un monosacarido, siempre a niveles por debajo de los niveles utilizados por todos los
diluyentes existentes utilizados para este fin, y diversas concentraciones de un sustrato
no glucolitico. Los diferente diluyentes asi disefiados se compararon entre ellos y con

un diluyente estandar (diluyente BTS), que ha sido utilizado con éxito en el mercado de
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la inseminacion artificial porcina para conservar semen refrigerado. Estas
comparaciones nos permitieron determinar la diversa eficiencia que las diferentes
combinaciones de sustratos energéticos tienen sobre la conservacion del semen porcino

en refrigeracion.
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CAPITULO II:

REVISION BIBLIOGRAFICA

El uso de la inseminacion artificial (IA) en la produccion porcina se ha incrementado
dramaticamente durante las ultimas décadas, ya que segun las ultimas estimaciones en
el mundo se realizan unas 19 millones de inseminaciones, de las cuales casi la totalidad
(99%) se realizan con semen refrigerado a 15-20°C, hecho que ha favorecido la
diseminacion del material genético del verraco (Gadea J., 2004). El semen porcino
utilizado para Al es colectado, analizado y posteriormente diluido en una gran variedad
de diluyentes comerciales. Una vez diluido, es enfriado a 15-18° C y mantenido a esa
temperatura por varios dias hasta su utilizacion para la I.LA. Como norma practica, el
almacenamiento de semen a esa temperatura durante dos dias es habitualmente utilizado
en las técnicas de inseminacion artificial (Kamp et al., 2003). Como en otras especies,
en las cuales la conservacion del semen se realiza rutinariamente, el enfriamiento del
semen diluido ayuda a preservar la longevidad de los espermatozoides por depresion de
su actividad metabolica, hecho que reduce significativamente el consumo de energia y
la formacion de subproductos potencialmente toxicos, como el lactato (Althouse et al.,
1998).

Al determinar la habilidad especifica de los espermatozoides de cerdo para la utilizacién
separada de monosacaridos como fuente energética a través del ciclo de Krebs y la
glicolisis podremos obtener nuevos conocimientos que nos permitan disefiar un
diluyente 6ptimo para la conservacion de semen refrigerado a largo plazo. En este
sentido, hay que recordar, en primer lugar que los espermatozoides de mamiferos son
c¢lulas moviles, altamente compartimentizadas, que tienen dos estructuras basicas: 1) la
cabeza, que contiene el nucleo y el acrosoma, y 2) el flagelo que contiene las

mitocondrias y el axonema (Vazquez y Roldén., 1997).
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Los espermatozoides requieren una produccion permanente de ATP para mantener la
estructura celular, la composicion de iones intracelulares y la motilidad. Los
espermatozoides maduros de cerdo, igual que otros espermatozoides de mamiferos,
pueden utilizar varios substratos extra e intracelulares para la obtencion de energia. La
principal via catabolica en los espermatozoides de cerdo eyaculados, parece ser la
fermentacion de glucosa o fructosa extracelular a lactato y, si hay oxigeno disponible, la
oxidacién de lactato a CO, y HO, (Jones., 1997, Kamp et al., 2003). Por otra parte, en
presencia del inhibidor 5 a-clorhidrina, este proceso de conversion de glucosa o fructosa
a lactato se inhibe y se produce una acumulacion de fructosa 1, 6 bifosfato y
dihidroxiacetona fosfato, lo cual disminuye la capacidad de los espermatozoides
afectados de generar ATP a partir de azucares glucolisables (Jones and Montague.,
1991). La razén para la produccion aerdbica de lactato es probablemente debida a la
estricta compartimentacion de la produccion de ATP respiratoria en la pieza intermedia
del flagelo del espermatozoide, el unico sitio donde se localizan las mitocondrias (Kamp
et al., 2003).

Entre los sustratos energéticos enddgenos identificados en los espermatozoides maduros
de cerdo esta el glicerol 3- fosfato, asi como otros di- o triglicéridos. Otra fuente de
substratos enddgenos parecen ser los fosfolipidos de la membrana, los cuales pueden
dar lugar, por degradacion, a la produccion de glicerol 3-fosfato, el cual es rapidamente
metabolizado (Jones and Bubb., 2000).

Todos estos datos indican, pues, que los espermatozoides son capaces de usar un amplio
espectro de substratos, tanto exdgenos como endogenos, para el mantenimiento de sus
funciones metabdlicas. Entre los principales substratos se encuentran diversos
monosacaridos que pueden ser utilizados para la obtencion de energia, en forma de

ATP, necesaria para las diversas funciones celulares (Storey BT., 1975), especialmente
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la motilidad (Bohnesack and Halangk., 1986). Aunque el sustrato metabolico usado por
los espermatozoides para la generacion de ATP varia entre las distintas especies, los
espermatozoides maduros de cerdo pueden utilizar diversos substratos glucolisables
(fructosa, glucosa, etc.), lactato y, en limitados casos, de 4cidos grasos de cadena corta
como el acetato y el propionato (Jones and Bubb., 2000).

El papel que tiene el mantenimiento de los niveles energéticos en el espermatozoide es
vital para conseguir un estado funcional 6ptimo de las células en cada momento de su
ciclo vital. Asi, los cambios en las propiedades de la membrana plasmatica, y
particularmente de sus conductancias idnicas, en respuesta a factores ambientales han
mostrado ser poderosos reguladores del metabolismo y la activacion de la motilidad en
espermatozoides de diferentes especies. Este hecho llega al extremo de que el pH
interno juega el rol de un segundo mensajero. También se ha propuesto que la
inhibicion de la motilidad de los espermatozoides de varias especies entre ellas el cerdo
(Dacheux and Paquignon., 1980), en el epididimo caudal es atribuible a un pH
intracelular 4cido debido a la presencia de lactato (Gatti et al., 1993). Por lo tanto resulta
evidente la existencia de una relacion estrecha entre el pH y la produccion de energia.
En las células eucariotas, el pH intracelular es controlado por el intercambio sodio-
protones y por el transporte de bicarbonato, asi como por la permeabilidad de la
membrana plasmatica a los protones, el poder tampdn de la célula y el potencial de la
membrana plasmatica (Frelin et al., 1988; Gatti et al., 1993). El lactato ha sido
implicado como un importante sistema regulador del pH de los espermatozoides de
mamifero y por tanto el lactato podria jugar un papel en el control del pH interno de los
espermatozoides eyaculados de cerdo (Gatti et al., 1993) dando lugar asi a un vinculo
entre la obtencion de energia la cual ird ligada también a los mecanismos de gestion

energética subyacentes y el mantenimiento del pH. Estos hallazgos enfatizan la
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importancia de la mayor o menor capacidad tamponadora de los diluyentes de semen.
Por lo tanto la eleccion de unos niveles adecuados de sustratos energéticos y, a la vez,
mantenedores de pH es vital para el disefio de un diluyente, dependiendo del tipo de uso
que se vaya a hacer de él. Asi, el disefio serd diferente si solo se pretende conservar
dosis seminales durante dos 6 tres dias, que si se requiere conservar por mas tiempo. En
el primer caso la eleccion mas racional seria la eleccion de un diluyente de corta
duracién, cuyos resultados en la actualidad son muy similares a los de los diluyentes de
larga duracion, presentando ambos concentraciones de sustratos diferentes (Gadea J.,
2003). De todo lo dicho anteriormente se trasluce pues que, aunque ha transcurrido casi
un siglo desde el inicio de la utilizacién de I.A. porcina, el conocimiento sobre los
procesos de conservacion de los espermatozoides de cerdo es aun limitado. Esto hace
necesario profundizar en los estudios para el disefio de nuevos diluyentes y para ello es
indispensable un mayor conocimiento de la célula espermatica y su metabolismo, asi
como la utilizacion de nuevos sistemas que permitan evaluar y optimizar los
componentes de dichos diluyentes (Pettit et al.,1999). El principal objetivo de un
diluyente es el de permitir multiplicar el nimero de dosis seminales obtenidos a partir
de un eyaculado, y dependiendo del tipo de diluyente pueden obtenerse ademas
beneficios adicionales tales como: proveer de nutrientes para la obtencién de energia,
proteger al espermatozoide del choque por frio, control de las fluctuaciones del pH a
través de su capacidad tamponadora, mantenimiento de un apropiado balance osmotico
e inhibicidn del crecimiento bacteriano (Althouse., 1997).

Los espermatozoides de cerdo son muy sensibles al enfriamiento, posiblemente a
causa de la baja proporcidon de colesterol de sus membranas. Asi, Watson (1995)
observo que la exposicion de espermatozoides a bajas temperaturas acortaba el tiempo

de capacitacion, con cambios en la arquitectura de los lipidos de la membrana, asi como

29



en su permeabilidad y una reduccion en la eficiencia de las enzimas homeostaticas y en
consecuencia, todos estos cambios influencian la subsiguiente fertilidad de los
espermatozoides (Holt., 2000). De hecho, el enfriamiento y la congelacion inducen
cambios parecidos a la capacitacion en los espermatozoides de varias especies, incluido
el cerdo. Conociendo el hecho de que para poder fecundar al ovocito los
espermatozoides deben capacitarse en el tracto genital de la hembra, y de que la
capacitacion esta asociada con la fosforilacion de tirosinas de las proteinas
espermaticas, podemos decir que la dilucion del semen en si puede provocar
modificaciones en la fisiologia del espermatozoide que podrian reducir su capacidad
fertilizante (Dubé et al., 2004). Un aspecto muy relacionado al enfriamiento es la
osmolaridad, ya que este es un parametro dependiente de la temperatura.

Las células eucariotas son muy sensibles a situaciones de osmolaridad inadecuadas
como las que se producen a bajas temperaturas. Por ello las células tienen varios
mecanismos para reaccionar ante cambios en la osmolaridad del medio. En este punto,
la actividad de las bombas idnicas es muy importante para el mantenimiento de la
osmolaridad intracelular. Teniendo en cuenta lo expuesto, es facil entender que la
injuria que produce la congelacion en la célula esta relacionada en gran medida con
grandes cambios de presion osmética producidos durante los procesos de congelacion y
descongelacion. Durante la congelacion se forman gotas hiperosmdticas de liquido
intracelular no congelado. La formacion de estas gotas minimiza las lesiones
intracelulares provocadas por la formaciéon de cristales de hielo. El porcentaje de agua
osmoticamente inactiva dentro del espermatozoide de cerdo es casi dos veces mas que
en el espermatozoide del hombre o el del toro. Esto implica que la formacion de estas
gotas hiperosmdticas en el espermatozoide de cerdo durante la congelacion es mucho

mas reducida que en los espermatozoides del hombre o del toro, aumentando asi la
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posibilidad de lesiones ligadas a cristales de hielo. Por lo tanto queda de manifiesto una
vez mas que el mantenimiento de la osmolaridad, ligado a un equilibrio correcto
energia/pH, es vital para la funcionalidad espermatica (Rigau et al., 1995).

Por lo tanto, viendo la importancia que tiene la regulacion de aspectos imbricados entre
si, como la osmolaridad, el pH y los niveles energéticos, emerge una pregunta
importante. ;Cuales son los mecanismos moleculares que regulan estos aspectos y en
qué lugar se llevan a cabo? Sobre la segunda parte de la pregunta, cabe recordar que el
espermatozoide es una célula muy peculiar, que tiene a su membrana plasmatica como
principal centro regulador de su funcionalidad (Eddy, 1988). El estudio de la
funcionalidad de la membrana espermatica o plasmalema es de particular importancia,
ya que se requiere una membrana bioquimicamente activa en cualquier punto de la vida
del espermatozoide, como en los procesos de capacitacion, reacciéon acrosdmica y la
unidn del espermatozoide a la superficie del ovocito. La funcionalidad de la membrana
puede ser determinada mediante algunas pruebas, tales como la ORT y el HOS, que
permiten conocer si una membrana intacta es bioquimicamente activa (Gadea et al.,
1998).

El papel de la membrana plasmatica en la comunicacion entre la célula espermatica y el
medio externo es esencial, y envuelve el transporte de iones a través de la membrana, la
unidn de diferentes factores a receptores especificos y el mantenimiento del potencial de
membrana (Gatti et al., 1993; Harrison, 1997; Murase et al., 2004; Petrunkina et al.,
2005; Jang and Yi., 2005; Maldjian et al., 2005; Guthrie and Welch., 2005). Por otra
parte, la presencia de transportadores de sustratos energéticos, como los transportadores
de hexosas GLUT-3, GLUT-5 y SGLT (Angulo et al., 1998; Rigau et al., 2002) indica
que el plasmalema puede jugar un papel muy importante en la regulacion energética y el

mantenimiento de los niveles de ATP. Asi, los espermatozoides necesitan producir
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ATP para mantener el movimiento del flagelo y para la senal de transducciéon modulada
mediante la fosforilacion de proteinas. Hay dos vias para la produccion de ATP en los
espermatozoides de mamiferos, la glucélisis y la respiracion mitocondrial. Sobre la
obtencién de estos sustratos “in vivo”, hay que recordar que en el fluido seminal de
varios mamiferos han sido encontrados sustratos glucolisables (Povoa et al., 1986;
Mann et al., 1981; Frenkel et al., 1975; Nichol et al., 1992; Hamner, 1973). Enzimas
relacionadas con la glucolisis han sido localizadas en la cola del espermatozoide de
cerdo (Westhoff et al., 1997).De igual forma, varios estudios han documentado la
relacion existente entre la glucdlisis y las senales celulares dependientes de la
capacitacion. (Travis et al., 2001; Urner et al., 2001). También ha sido demostrado que
los substratos glucolisables juegan un rol importante en la capacitacion de los
espermatozoides y en la penetracion de la zona pelucida (Mukai and Okuno., 2004).

Los espermatozoides de cerdo y otros mamiferos muestran una inusual y estrecha
unidon de enzimas glucoliticas a estructuras celulares. Carbohidratos y lipidos son el
combustible para la motilidad en los espermatozoides. Los acidos grasos solo pueden
ser utilizados aerdbicamente, mientras que los carbohidratos pueden ser usados para la
produccion de ATP bajo condiciones anaerdbicas, pero tienen la desventaja de que su
produccion es unas 18 veces menos ATP por cada mol de glucosa. En espermatozoides
de mamiferos, los aztcares pueden ser usados para producir ATP, pero no almacenan
glucogeno y en consecuencia la motilidad depende de algun combustible exdgeno
(Kamp et al., 1996). A pesar de ello, Marin y colaboradores (2003) demostraron que la
glucdlisis juega un importante papel como fuente de energia en los espermatozoides de
cerdo, al producir lactato; piruvato y una pequeia cantidad de glucégeno. Cuando hay
sustratos extracelulares, los espermatozoides metabolizan esos sustratos por glucolisis

para proveer la energia para el movimiento flagelar, pero cuando hay poco substrato
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para glucolisis los espermatozoides metabolizan substratos respiratorios (Mukai and
Okuno., 2004).

Los espermatozoides maduros pueden utilizar glucosa y fructosa como fuentes
externas de energia, indicando con esto que ellos poseen un eficiente sistema de
transporte para la utilizacion de azlcares extracelulares. En diferentes mamiferos ha
sido demostrada la expresion de transportador de glucosa (GLUT3) (Haber et al., 1993)
y transportador de fructosa (GLUTS) ( Burant et al., 1992; Rand et al., 1993). Cada
isoforma de transportadores de hexosas presenta distintas propiedades funcionales,
incluyendo la habilidad para transportar diferentes hexosas. La presencia de
transportadores de hexosas en espermatozoides de mamiferos puede ser particularmente
relevante en el rol funcional propuesto para la vitamina C en la fisiologia normal de los
espermatozoides (Angulo et al., 1998).

Todos estos datos permiten inferir que el control del metabolismo energético en
espermatozoides porcinos serd llevado a cabo por mecanismos dindmicos, adaptados a
las condiciones rapidamente cambiantes del medio, y ligados a estructuras celulares

concretas, como las mitocondrias o puntos concretos del plasmalema.
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ABSTRACT

Incubation of boar sperm from fresh ejaculates in a minimal medium with 10 mM
glucose induced a fast and intense activation of glycolysis, as indicated by the observed
increases in the intracellular levels of glucose 6-phosphate and ATP and the rhythm of
formation of extracellular L-lactate. The effect of glucose was much more intense than
that induced by other monosaccharides, like fructose, sorbitol and mannose. In this
sense, extracellular levels of L-lactate reached values of 5.61+£0.05 umol/mg protein
after 60 min of incubation with 10 mM glucose, whereas incubation with 10 mM
fructose, mannose and sorbitol for 60 min induced lactate levels below 5 pmol/mg
protein in all cases. The greater utilization of glucose was related to a much greater
sensitivity to hexokinase when compared with fructose, mannose and sorbitol. Thus, the
presence of 0.5 mM glucose induced total hexokinase activity in supernatants from
sperm extracts of 1.7£0.1 mIU/mg protein, while the same concentration of both
fructose, mannose and sorbitol induced a total hexokinase activity from 0.3%0.1
mlU/mg protein to 0.60+1 mIU/mg protein, whereas more intense differences were
even determined in resupended pellets from sperm extracts. On the other hand, kinetic
analysis of the total pyruvate kinase activity of boar sperm indicated that this activity
was greatly dependent on the presence of ADP and also showed a great affinity for
phosphoenolpyruvate, with a theoretical, estimated Km in supernatants from
homogenates of 0.15-0.20 mM. Immunogold location of proteins closely related to
glycolysis, like GLUT-3 hexose transporter and hexokinase-I, indicated that these
proteins showed the trend to be distributed around or in the cellular membranes of both
head and midpiece in a grouped manner. Finally, no concrete effects of any
monosacharide was detected in the overall tyrosine-phosphorylation pattern, suggesting

that monosaccharide metabolization had no specific effect at any concrete point of boar-
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sperm functionality. Summing up the data, we conclude that the first control step in the
specific utilization of monosaccharides by boar sperm is regulated by the hexokinase
activity, whereas pyruvate kinase is the second key control step of glycolysis. In this
way, glycolysis seems to be regulated by both the specific availability of a concrete
sugar and the internal equilibrium between ATP and ADP levels. Furthermore,
localization of some proteins that are involved in the control monosaccharide uptake
and phosphorylation suggests that glycolysis starts only at concrete points linked to the

boar-sperm surface.

1. INTRODUCTION

In the last several years an increasing amount of information about the mechanism/s by
which boar sperm manages its energy levels has been published. This information is of
paramount importance in order to understand the mechanisms underlying the boar
sperm’s ability to survive and to adapt to the external conditions which often are very
aggressive to sperm. Moreover, boar sperm has to adapt to sudden changes in these
external conditions, associated, for instance, with their rapid pass through the female
genital tract, from cervix to oviduct. As a practical point of view, information about
mechanisms of energy management is also very important to optimize boar-sperm
conservation, both in refrigeration and in freezing. This could be of the greatest impact
in further improving the worldwide application of artificial insemination (Al)
techniques in pig production. All of this explains the importance underlying the study of
this specific aspect of boar-sperm function.

Boar sperm from fresh ejaculates is able to utilize a wide variety of substrates to obtain
energy. Some of these are non-monosaccharides, such as lactate (Jones, 1997), pyruvate

(Jones, 1997), glycerol and glycerol 3-phosphate (Jones et al., 1992). However,
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monosaccharides seem to be the main energy source and, in this way, boar sperm is able
to metabolize sugars present in the boar seminal plasm such as glucose (Jones and
Connor, 2000; Marin et al., 2003) and fructose (Jones and Connor, 2000) with high
efficiency. The main way that boar sperm from fresh ejaculates uses to metabolize these
sugars is glycolysis, since the energy obtained through the metabolization of glucose
using other ways like the Krebs cycle is only about of 5% of the total energy produced
from the sugar (Marin et al., 2003). This agrees with the fact that glycolysis plays a
major role for the ATP supplementation destined for movement (Mukai and Okuno,
2004), despite the traditional point of view, which indicates that the Krebs cycle, and
hence mitochondrial activity, and not glycolysis maintains motility (Halangk et al.,
1985; Folgero et al., 1993; Ruiz-Pesini et al., 1998). On the other hand, the utilization of
sugars through other metabolic pathways is under dicussion in boar sperm and, for
example, whereas some authors have not found the presence of a glycogen metabolism
that would be utilized as a system to store energy (Mukai and Okuno, 2004), we have
detected the presence of a functional glycogen metabolism, based on the presence of the
key enzymatic activities responsible for its maintenance (Ballester et al., 2000). Other
discrepancies have evolved around other metabolic pathways, like gluconeogenesis.
Thus, since it is generally established that boar sperm does not have a functional
gluconeogenic pathway (Marin et al., 2003), some authors indicate that this way would
be active in mammalian sperm, and hence in boar ones, in order to explain facts such as
the maintenance of and “in vitro” capacitation in media without sugars (Albarracin et
al., 2004; Mukai and Okuno, 2004). All of these discrepancies highlight the lack of
enough studies that allow for the exposition of a unified hypothesis that can explain the

regulatory mechanisms underlying energy metabolism in boar sperm.
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One of the most intriguing points regarding boar-sperm energy metabolism is the
different ability that these cells have in order to utilize separate monosaccharides. In this
sense, it has been reported that boar sperm utilized glucose more efficiently than
fructose, thus yielding a more intense rhythm of ATP synthesis (Jones and Connor,
2000). This is important, since glucose and fructose are utilized not only as mere energy
substrates, but also as putative functional modulators, at least in several species. This is
indicated by facts like penetration and “in vitro” fertilization rates being much higher in
the presence of glucose than with the same concentrations of fructose or mannose
(Rogers and Perreault, 1990). These data are related to glucose-dependent changes in
the sperm membrane during “in vitro” capacitation and penetration (Fraser and Herod,
1990). On the other hand, incubation with glucose or fructose induced specific changes
in the tyrosine-phosphorylation pattern (Tyr-Phos) of dog sperm from fresh ejaculates
(Rigau et al., 2002), thus indicating that both sugars specifically phosphorylated single,
separate proteins that affect the overall functionality of these cells in different manners.
These data indicate that a precise knowledge of the differences in the metabolization
rate and ways among separate monosaccharides can be of utmost importance to
understand the mechanisms that control boar-sperm function “in vivo”.

The main aim of this work is to establish the mechanisms by which boar sperm from
fresh ejaculates differentially utilizes four separate monosaccharides: glucose, fructose
and mannose, which enter energy metabolism by direct phosphorylation through the
hexokinase pathway (Rawn, 1983; Lehninger et al., 1993), and sorbitol, which enters
glycolysis through an indirect pathway which requires its transformation to fructose
through iditol dehydrogenase activity and further phosphorylation by hexokinase
(Newsholme and Leech, 1983). For this purpose, the effect induced by the incubation of

sperm cells with these sugars in the intracellular levels of glucose 6-phosphate (G 6-P),
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as well as of glycogen and ATP was analyzed. Moreover, the rhythm of formation of
both extracellular L-lactate and CO, were also determined, in order to analyze
differences in the pass through glycolysis and the Krebs cycle of the separate sugars. To
gain insight into the controlling mechanisms of sugar utilization, the total hexokinase
activity of boar-sperm extracts in the presence of the separate phosphorylable sugars
was also determined, as well as the kinetics of the total pyruvate kinase (PK) activity.
Finally, the spatial location of some proteins closely related to hexose metabolism, such
as the hexose transporter GLUT-3 and hexokinase-I, was also analyzed, as well as the
response of the total Tyr-Phos pattern in front of the incubation of sugars. The overall
analysis of the results indicates that boar sperm phosphorylates glucose through the
hexokinase step much more efficiently than fructose or mannose, glucose thus entering
much more rapidly into glycolysis than the other sugars. The other key step in the
regulation of boar-sperm glycolysis is PK activity, which shows itself to be greatly
dependent on the intracellular ATP/ADP ratio. Thus, the efficiency of glycolysis in boar
sperm depends on the type of exogenous substrate together with the intracelllar levels of
ATP and ADP. Furthermore, we have also shown that some key proteins in glycolysis,
such as GLUT-3 and hexokinase-I, are distributed in a non-uniform manner with a
tendency to grouping, hence suggesting that glycolysis is performed in boar sperm in a
spatial-dependent manner. Finally, no clear effects on the overall Tyr-Phos pattern were
seen after the incubation with any monosaccharide, indicating that these substrates do

not specifically modulate the activity of single proteins.
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2. MATERIALSAND METHODS
2.1. Semen Collection and Processing

Boar semen was obtained from 15 healthy, sexually mature boars from a commercial
farm (Servicios Genéticos Porcinos, S.L.; Roda de Ter, Spain). Boars were 6 White
Belgium, 5 Large White x Pietrain, 2 Pietrain and 2 Landrace, which were 2-3 years
old. The sperm-rich fraction of the ejaculates was manually collected and immediately
placed in a water-bath at 37°C. The semen was immediately diluted to a concentration
of 2 x 10" spermatozoa/mL in a commercial extender for refrigerated semen (MR-A
extender. Kubus, S.A.; Majadahonda, Spain) and distributed in 100-mL commercial Al
doses. The concentrations of these doses were calculated by using a hemocytometer cell
chamber. Four of the obtained 100-mL doses were placed in a portable refrigerator at
16°C for approximately 90 min, which was the time required to arrive at the laboratory.
Here, samples were centrifuged at 600 xg for 10 min at 16°C in a temperature-
controlled centrifuge and were then resuspended in 50 mL of a Krebs-Ringer-Henseleit
medium without sugars at 16°C (KRH- medium; pH 7.4). The sperm was again
centrifuged at 600 xg for 10 min at 16°C and sedimented cells were again resuspended
in 50 mL of KRH- medium. The centrifugation-resuspension step was repeated once
more, in order to eliminate any remains of both seminal plasma and commercial
extender. The final, 50-mL sperm suspension was again centrifuged at 600 xg for 10
min at 16°C and cells were finally resuspended in 2 mL of KRH- medium. At this
moment, the resuspended cells of all 4 Al doses were pooled, and they were further
equally distributed in open vials and incubated with continuous shaking at 37°C with or
without additions of the tested monosaccharides at the appropriate concentrations to the
medium. When stated, aliquots of the incubated sperm were taken and treated

depending on the required analysis. These treatments were the following:
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To determine the percentages of both viability and altered acrosomes, 30-uL aliquots
were taken and immediately stained by the Eosin-Nigrosin method (Bamba, 1988),
following Quintero-Moreno et al. (2004). The percentages of both viability and altered
acrosomes were established after counting 200-300 spermatozoa in each sample.

To determine the extracellular levels of lactate, as well as the intracellular content of
G 6-P, glycogen and ATP, 250-uL aliquots of the sperm suspensions were taken and
immediately centrifuged at 1000 xg for 1 min, and the supernatants and cellular pellets
obtained were separated and immediately frozen in liquid N,. Supernatants were utilized
to determine lactate extracellular levels, whereas pellets were treated to determine G 6-
P, glycogen and ATP content. Samples were stored at —80°C until analysis. In all cases,
a separate 10-uL aliquot was also collected for analysis of the total protein content of
the sample.

For determination of G 6-P and ATP content, frozen cellular pellets were
homogenized by sonication in 300 uL of 10% (v/v) ice-cold HC1O4. Homogenates were
centrifuged at 10,000 xg for 15 min at 4°C, and the resultant supernatants were
neutralized with 5 M K,COj before analysis.

For determination of glycogen content, frozen pellets were homogenized by
sonication with 300 uL of ice-cold 30% (w/v) KOH and heated at 100°C for 15 min.
The obtained extracts were utilized for the analysis.

Whole, single, fresh Al boar sperm doses were immediately centrifuged at 600 xg for
10 min at 16°C to determine the total activity of both hexokinase and PK. The sperm
pellet was resuspended with 50 mL of KRH- medium, and the centrifugation-
resuspension step was repeated twice more in order to completely eliminate all
substances included in the medium that could affect kinetic properties of these enzymes.

The final, 50-mL sperm suspension was again centrifuged at 600 xg for 10 min at 16°C.
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After this, the supernatant was discarded, and the resultant cellular pellet was
homogenized by sonication with 500 pL of the specific buffer for determining both
hexokinase and PK activities (homogenation buffer). Homogenized samples were
centrifuged at 10,000 xg for 15 min at 4°C. Enzyme activities were measured in the
resultant supernatants and in the pellets, which were washed once in 500 pL of their
respective homogenation buffer in order to eliminate any remaining activity associated
with the supernatant. Finally, the washed pellets were resuspended in 250 puL of their
respective homogenation buffer. Again, 10-uL aliquots of both supernatants and
resuspended pellets were taken to determine the total protein content of the samples.
The homogenation buffer specific to determine hexokinase activity was composed of
500 mM glycilglycine buffer (pH 7.4) added with 2 M KCI, 100 mM dithiotreitol, 300
[U/mL aprotinin and 100 mM phenylmethylsulphonil fluoride. On the other hand, the
homogenation buffer utilized to determine PK activity was composed of 50 mM
glycilglycine buffer (pH 7.4) added with 15 mM ethylene diamino tetraacetic acid, 100
mM KF and 100 mM KH,POs,.

For determination of the rate of CO, production, 4 pooled Al doses were processed as
above, and 500-uL aliquots of the final sperm suspension in the KRH- medium were
incubated for 60 min at 37°C in stoppered vials in the presence of increasing
concentrations of both [U'*C] glucose and [U'*C]fructose. The total radioactivity count
added to each vial was about 1,330,000 cpm in the case of [U"C] glucose and about
1,380,000 cpm in the case of [U14C] fructose. At the end of the incubations, a piece of
filter paper soaked with 200 uL phenethylamine was placed into each of the vials,
avoiding direct contact with the suspension. After the addition of 85 pL of 10% (v/v)
HClO4 to the sperm suspension, the vials were gently shaken for another 30 min, and

the radioactivity in the filter paper was counted. Before addition of the radioactive
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material, a 10-uL aliquot of the cell suspension was taken to determine total protein
content.

2.2. Analytical Procedures

The G 6-P levels were determined enzymatically as in Michal (1984), and following
the modifications described in Rigau et al. (2002), in order to increase the precision of
the analysis.

The concentrations of L-lactate (Noll, 1984), glycogen (Ballester et al., 2000) and
ATP (Lambrecht and Trantschold, 1984) and the pyruvate kinase (Feliu et al., 1977)
and hexokinase activities (Ferndndez-Novell et al., 2004) were determined following
the cited enzymatic techniques. The hexokinase activity technique was modified by
adding 50 mU/mL glucose 6-phosphate isomerase to the final incubation mixture in
order to completely determine the total hexose 6-phosphate synthesized during the
reaction, following Rigau et al. (2002). All of these techniques, as well as that of G 6-P,
were adapted to a Cobas Bio autoanalyzer (Roche Biomedical; Basel, Switzerland).

Total protein content of the samples was determined by the Bradford method
(Bradford, 1976), using a commercial kit (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA).

2.3. Western blot Analyses

Western blot analyses were performed on boar spermatozoa that had been
homogenized by sonication in ice-cold 10 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4) containing 1%
(w/v) dodecyl sodium sulphate (SDS) and 1M Na,VOy (proportion 1:5, v/v) to avoid
changes in the overall phosphorylation status of the homogenates (Western buffer). The
samples were briefly boiled and were then centrifuged at 10,000 xg for 15 min at 4°C.
Western blot analysis was performed in both the resultant supernatants. Sperm
homogenized in the presence of Western buffer was also utilized without separation

between supernatants and pellets by centrifugation. The immunological analysis of the
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resultant total homogenates and supernatants was based on SDS gel electrophoresis
(Laemmli, 1970), followed by transfer to nitrocellulose (Burnett, 1981). The transferred
samples were tested with the antibodies at a dilution (v/v) of 1:500 (anti-GLUT 3) and
1:1,000 (anti-hexokinase-I and anti-phosphotyrosine). Immunoreactive proteins were
tested using peroxidase-conjugated anti-rabbit secondary antibody (Amersham; Little
Chalfont, United Kingdom) and the reaction was developed with an ECL-Plus detection
system (Amersham).
Dog spermatozoa used as control in some Western blot analyses were obtained from
healthy, sexually mature Beagle dogs from the “Servei d’Estabulari” of the
Autonomous University of Barcelona. These samples were processed in the same form
as those described above for boar spermatozoa. Rat-liver extracts utilized in some
Western blots as control were donated by the staff of the Barcelona Science Park.
2.4. Immunogold Technique

To carry out the immunogold technique, aliquots from the incubated samples were
centrifuged at 600g for 10 min. Pellets were fixed in a 0.1 M cacodylate buffer (Caco
buffer; pH 7.4) containing 3% (w/v) paraformaldehyde and 0.05% (v/v) glutaraldehyde
for 2 h at 4°C. After this, fixed sperm was rinsed 4 times in Caco buffer and was further
incubated twice for 15 min at 4°C in a solution of 150 mM NH4Cl. After these
incubations, samples were again rinsed 4 times in Caco buffer and dehydrated by
successive passes through solutions with increasing concentrations of ethanol.
Dehydrated samples were pre-included in a 2% (w/v) agar solution and then embedded
in Lowicryl resin (Electron Microscopy Science; Washington, DC), inducing the
polymerization of the resin by ultra-violet stimulation (wavelength: 30-40 cm) for 48h
at —35°C. Samples were then thin-sectioned onto gold screens, and the immunogold

technique was performed On these samples.
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To perform immunogold, the samples put onto gold screens were pre-incubated with
phosphate-buffered saline (PBS; pH: 7.4) containing 3% (w/v) bovine serum albumin
(BSA) and 20 mM glycine for 30 min at room temperature. After this, samples were
incubated with the specific primary antibody at a dilution of 1:10 (v/v) in PBS added
with 3% (w/v) BSA and 0.01% (v/v) Tween-20 for 2 h at room temperature. Samples
were then rinsed four times with PBS added with 3% (w/v) BSA and 0.01% (v/v)
Tween-20 for 5 min at room temperature and were then incubated with a gold-
conjugated swine anti-rabbit immunoglobulin (BBI International; Cardiff, United
Kingdom), at a working dilution of 1:25 (v/v) in PBS added with 3% (w/v) BSA and
0.01% (v/v) Tween-20. This incubation was maintained for 1 h at room temperature.
The size of gold particles was of 15 nm in diameter. Afterwards, samples were rinsed 3
times in PBS, following a new 3-times rinsing procedure with tri-distilled water.
Finally, the samples were stained with uranil acetate 2% for 15 min and lead citrate for
further 5 min, following Dysktra (1992). Samples utilized as negative control were
processed as above, excepting the incubation step with the primary antibody.
The presence of positive signals in the samples was analyzed by observation through a
Zeiss 910 EM transmission electron microscope (Servei de Microscopia Electronica;
Autonomous University of Barcelona)
2.5. Statistical Analyses

When stated, the putative significance of the differences was calculated by either two-
way ANOVA (in non-paired data) or by the Student’s “t” test (in paired results).
2.6. Materials
Rat anti-GLUT 3 and anti-hexokinase-I were from Chemicon International (Termecula,
CA). Anti-mouse phosphotyrosine (PY20) was from Transduction Laboratories

(Lexington, KY). [U"C]glucose and [U"C]fructose were purchased from Amersham.
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Glucose, fructose, sorbitol and mannose were obtained from Merck (Darmstadt,
Germany). All other reagents were of analytical grade and were supplied by Sigma (St.

Louis, MO), Merck, BioRad (Hercules, CA) and EMS (Fort Washington, PA).

3.RESULTS

3.1. Variations in the percentages of viability and altered acrosomes in boar
spermatozoa incubated in the presence or in the absence of monosaccharides
Incubation of boar sperm in a sugar-free medium induced a time-dependent, progressive
decrease in the percentage of viability, which went from 90.6%+1.3% at the start to
73.1%%1.1% after 60 min of incubation (Fig. 1A). A similar decrease was observed
when sperm cells were incubated in the presence of both 10 mM sorbitol and 10 mM
mannose. However, the addition of both 10 mM fructose and 10 mM glucose almost
completely countercated this decrease after 60 min of incubation (Fig. 1A). This
counteracting action of both monosaccharides was also dose-dependent, showing
significant effects at sugar concentrations as low as 1 mM, and reaching a maximal
effect at sugar concentrations of from 10 mM to 20 mM (Fig. 1B).

The percentage of altered acrosomes increased in a time-dependent manner in cells
incubated in the absence of sugars, concomitantly with the above-described decrease of
viability. Thus, as shown in Fig. 1C, the percentage of altered acrosomes went from
16.1%+0.9% at Time 0 to 23.9%=*1.8% after 60 min of incubation. In this case, the
addition of sugars did not affect this increase in any way, and both fructose and glucose
were as unable as sorbitol and mannose to counteract this increase. This lack of
counteracting effect was observed for all of the sugars at all of the concentrations

utilized in the study, from 1 mM to 50 mM (Fig. 1C).
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Figure 1. Time- and concentration-dependent effects of monosaccharides on the
percentages of viability and altered acrosomes in fresh boar spermatozoa. A,C:
Spermatozoa were incubated in the absence (® ) or presence of 10 mM glucose (1), 10
mM fructose (A), 10 mM mannose () and 10 mM sorbitol (L) and, at the indicated
times, aliquots were taken to determine the percentages of viability (A) and altered
acrosomes (C). B,D: Spermatozoa were incubated for 60 min with increasing
concentrations of glucose (m), fructose ( A), mannose (#) and sorbitol ([1), and aliquots
were taken to determine the percentages of viability (B) and altered acrosomes (D).

Results shown are means+S.E.M. for 8 separate experiments.
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3.2. Effects of monosaccharides on the intracellular content of glucose 6-phosphate
and glycogen in boar sperm from fresh gjaculates

Fresh boar sperm, as well as those cells incubated in a medium without sugars, did not
show detectable levels of intracellular G 6-P (Fig. 2A). The incubation of sperm with 10
mM glucose induced a very fast and strong increase in G 6-P content, which reached a
peak after 5 min of incubation (2.4+1.8 nmol/mg protein, see Fig. 2A). The glucose-
induced increase of G 6-P was transitory and, after 15 min of incubation, there were no
detectable levels of the metabolite in cell extracts (Fig. 2A). Similar, although less
intense effects were observed in sperm incubated in the presence of 10 mM fructose, 10
mM sorbitol and 10 mM mannose, with a peak in G 6-P intracellular levels after 5 min
of incubation in all cases (Fig. 2A).

The intensity of the G 6-P peak after 5 min of incubation was dose-dependent in cells
incubated with the sugars. Thus, as shown in Fig. 2B, the maximal effects were
observed at concentrations of 50 mM, glucose being the sugar that showed the maximal
action, with G 6-P levels of 5.3+1.3 nmol/mg protein. On the other hand, fructose was
not able to induce significant G 6-P levels at any of the tested concentrations (Fig. 2B).
Boar sperm from fresh ejaculates had significant levels of intracellular glycogen
content, with estimated values of 56.243.5 nmol glucose/mg protein. Glycogen content
decreased slightly in cells incubated in a medium without sugars, reaching values of
41.8+1.1 nmol glucose/mg protein after 60 min of incubation (Fig. 2C). As shown in
Fig. 2C, the incubation of cells with sugars induced a significant increase in the
intracellular glycogen content in all cases, although the effect of each sugar varied
among them. Thus, the addition of 10 mM glucose induced a fast increase in glycogen
content, which reached its maximal values after 15min 30min of incubation. On the

contrary, incubation with both 10 mM sorbitol and 10 mM mannose induced a slower
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rhythm in the increase of glycogen levels, which reached their maximal values only
after 60 min of incubation. Finally, 10 mM fructose also induced a fast increase in
glycogen content, which reached its peak (107.9+£19.1 nmol glucose/mg protein) after
30 min of incubation. However, glycogen levels further decreased, reaching values of
only 56.5+£10.3 nmol/mg protein after 60 min of incubation (Fig. 2C). This indicates
that the dynamics of glycogen synthesis is dependent on the specific substrate from
which the polysaccharide is synthesized.

The hexose-induced glycogen synthesis was also concentration-dependent, although
again there were differences among the sugars. Thus, the maximal effects of glucose,
sorbitol and mannose were reached at sugar concentrations of 10 mM-20 mM, whereas
lower concentrations had little effect on glycogen synthesis (Fig. 2D). On the contrary,
the maximal effects of fructose was reached at concentrations as low as 5 mM, and there

were only a slight increase at 50 mM fructose (Fig. 2D).
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Figure 2. Time- and concentration-dependent effects of monosaccharides on the
intracellular levels of glucose 6-phosphate and glycogen in fresh boar spermatozoa.
A,C: Spermatozoa were incubated in the absence (® ) or presence of 10 mM glucose
(m), 10 mM fructose (A), 10 mM mannose (¢) and 10 mM sorbitol ([]) and, at the
indicated times, aliquots were taken to determine the intracellular levels of glucose 6-
phosphate (A) and glycogen (C). B,D: Spermatozoa were incubated for 5 min (B) or 60
min (D) with increasing concentrations of glucose (®), fructose ( A), mannose (¢) and
sorbitol (L), and aliquots were taken to determine the intracellular levels of glucose 6-
phosphate (B) and glycogen (D). Results shown are meanstS.E.M. for 8 separate

experiments.
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3.3. Effects of monosaccharides on the intracellular content of ATP in boar sperm
from fresh gaculates

Incubation of boar sperm in a medium without sugars resulted in a progressive decrease
in intracellular ATP content, which reached values below 2 nmol/mg protein after 60
min of incubation (Fig. 3A). All of the tested monosaccharides caused a very fast and
strong increase in ATP at concentrations of 10 mM, with a maximal effect in all cases
after only 1 min of incubation (Fig. 3A). This maximal effect was similar with glucose,
fructose and sorbitol, reaching values of about 20 nmol/mg protein. The increase of
ATP was less intense in cells incubated with 10 mM mannose, which only yielded
values of 17.3£1.8 nmol/mg protein after 1 min of incubation (Fig. 3A). After this peak,
there was in all cases, a progressive, time-dependent decrease on ATP levels that was
roughly similar regardless of the utilized sugar. It is noteworthy that intracellular ATP
levels of cells incubated with sugars were maintained in all cases at values between 10
nmol/mg protein and 15 nmol/mg protein after 30-60 min of incubation, which were
much greater than those determined in cells incubated without sugars during the same
period of time (Fig. 3A).

The effects of monosaccharides on ATP were also dose-dependent. As shown in Fig.
3B, boar sperm was very sensitive to sugars in this respect and, thus, a near maximal
effect was attained at concentrations of monosaccharides as low as 1-5 mM, and only
glucose and fructose attained slightly greater ATP levels at sugar concentrations of 20
mM.

3.4. Effects of monosaccharides on L-lactate production in boar spermatozoa

Sugars caused, in all cases, a progressive, time-dependent increase in the extracellular
levels of L-lactate, reaching maximal values after 60 min of incubation. Nevertheless,

some differences in the rhythm of L-lactate formation could be appreciated among these
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sugars. Thus, whereas 10 mM sorbitol induced a great increase during the first 30 min
of incubation, following with a further maintenance of L-lactate levels, 10 mM glucose,
10 mM fructose and 10 mM mannose showed a more constant increase in rhythm. It is
also noteworthy that 10 mM glucose rendered the maximal L-lactate values after 60 min
of incubation, with levels of 5.61+£0.05 umol/mg protein, whereas 10 mM fructose and
10 mM sorbitol rendered lower L-lactate levels (Fig. 3C). The monosaccharide that
induced the lowest L-lactate production was mannose, with values of 3.2440.03
umol/mg protein after incubation for 60 min at concentrations of the sugar of 10 mM
(Fig. 3C).

Again, the effects of sugars on L-lactate production were dose-dependent and also very
sensitive to low concentrations of the effectors. In this way, the maximal effects were
obtained at concentrations of fructose, sorbitol and mannose as low as 1 mM. Glucose
reached its maximal effect (6.63+0.09 umol/mg protein) at 20 mM, although its effect at

concentrations of 1 mM were also almost maximal (Fig. 3D).
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Figure 3. Time- and concentration-dependent effects of monosaccharides on the
intracellular levels of ATP and the extracellular concentrations of L-lactate in fresh boar
spermatozoa. A,C: Spermatozoa were incubated in the absence (® ) or presence of 10
mM glucose (m), 10 mM fructose (A), 10 mM mannose (¢) and 10 mM sorbitol (L)
and, at the indicated times, aliquots were taken to determine the intracellular levels of
ATP (A) and the extracellular concentrations of L-lactate (C). B,D: Spermatozoa were
incubated for 15 min (B) or 60 min (D) with increasing concentrations of glucose (),
fructose ( A), mannose (#) and sorbitol ([J), and aliquots were taken to determine the
intracellular levels of ATP (B) and the extracellular levels of L-lactate (D). Results

shown are means*S.E.M. for 8 separate experiments.
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3.5. Effects of glucose and fructose on CO, production in boar spermatozoa

The incubation of boar spermatozoa with '*C-glucose and '*C-fructose induced, in both
cases, a concentration-dependent increase in '*CO, production, which reached maximal
values at sugar concentrations of 10 mM-20 mM (Fig. 4). Sensitivity of boar cells to
CO; production from fructose at low concentrations was greater than that from glucose,
since the incubation with 5 mM '*C-fructose induced much greater CO, production
(31.7+4.1 nmol/mg protein) than that with 5 mM '*C-glucose (16.9+2.9 nmol/mg
protein, see Fig. 4). However, in both cases CO; production was low, especially when
compared with the rate of L-lactate production from the same substrates. We were not
able to determine the CO, formation from mannose and sorbitol since there was no

availability of *C-marked forms of both sugars.
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Figure 4. Concentration-dependent effects of glucose and fructose on the rhythm of
CO; production. Spermatozoa were incubated for 60 min with increasing concentrations
of glucose (m) or fructose (A), and aliquots were taken to determine the extracellular

formation of CO,. Results shown are means+S.E.M. for 8 separate experiments.
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3.6. Modulation of total hexokinase activity from crude boar sperm extracts by
glucose, fructose, mannose and sorbitol

In a previous report (Fernandez-Novell et al., 2004), we determined, after a kinetic
analysis, that boar sperm had a single total hexokinase activity, with an estimated,
theoretical Km for glucose of about 0.05 mM. Since the kinetics of total hexokinase
activity was carried out in this previous report, our intention now is to determine
putative differences in the sensitivity of boar-sperm hexokinase activity in front of
several phosphorylable monosaccharides. In this way, the total hexokinase activity of
boar-sperm extracts was much more sensitive to the presence of glucose than to both
fructose and mannose. As shown in Fig. 5A, total hexokinase activity from supernatants
was high (1.720.1 mIU/mg protein) at glucose concentrations as low as 0.1 mM,
reaching maximal values of glucose at concentrations of 5 mM. Fructose, mannose and
sorbitol showed a very similar effect, although in this case the maximal total hexokinase
activity from supernatants was remarkably lower (about 1 mIU/mg protein with 50 mM
of all of these sugars). An even greater difference was determined in resuspended
pellets. In these conditions, total hexokinase activity was also very sensitive to glucose,
observing a progressive increase in hexokinase activity from 0.1 mM glucose (3.8+0.6
mlU/mg protein) to 50 mM glucose (6.7+1.2 mIU/mg protein, see Fig. 5B). On the
contrary, fructose only activates total hexokinase activity from resuspended pellets at
concentrations above 5 mM, whereas both mannose and sorbitol were unable to induce

any detectable hexokinase activity at any of the tested concentrations (Fig. 5B).
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Figure 5. Sensitivity of glucose, fructose, mannose and sorbitol to total hexokinase
activity of boar-sperm extracts. Total hexokinase activity was determined in the
presence of increasing concentrations of glucose (m), fructose ( A), mannose (¢) and
sorbitol ([J) in supernatants (A) and resuspended pellets from boar-sperm extracts (B).
Total hexokinase activity was determined as described in the Material and Methods

section. Results shown are meanstS.E.M. for 8 separate experiments.

64



3.7. Total pyruvate kinase activity kinetics of boar spermatozoa

Boar sperm showed the presence of an ADP-activated total PK activity, both in the
supernatants and the resuspended pellets from cell extracts. Thus, total PK activity
increased about 20-fold in supernatants when this was measured in the presence of 1.25
mM ADP (Fig. 6A). Furthermore, the ADP-activated PK activity was dependent on the
phosphoenolpyruvate (PEP) concentrations. In this respect, there was a roughly
progressive increase in PK activity from 0.05 mM PEP to 4-5 mM PEP, with a maximal
activity of 126.4+7.3 mIU/mg protein at 4 mM PEP (Fig. 6A). The resuspended pellets
showed a much lower PK activity, which was also ADP-dependent at PEP
concentrations of from 0.05 mM to 2 mM (Fig. 6B). On the contrary, PK activity at PEP
concentrations above 2 mM were not greatly different with or without the presence of
1.25 mM ADP, indicating that at these concentrations of PEP there was a saturation of
the PK system (Fig. 6B)

The Lineweaver-Burke representation of PK activity in both supernatnats and
resuspended pellets from boar-sperm extracts were compatible with the presence of a
single PK activity. This activity showed an estimated, theoretical Km of about 0.15-0.20
mM both in the presence and in the absence of ADP in supernatants (Fig. 6C). Similar
results, although with a single, estimated and theoretically calculated Km of 0.9-1 mM,
were observed in resuspended pellets both in the presence and the absence of ADP (Fig.
6D), suggesting that ADP increased PK activity without a great modification of its

sensitivity to PEP.

65



2 345

1

0.5

(an]

0.05 0.1

T T T T T T T
oo ~— o Lo -t oD o~ i [

(ureoud Bwy/njw) AuAnoe aseuly areAniAd

2 345

1

0.5

<<

0.05 0.1

. . . . . .
0 0 0 0 0 0 0 0
e o~ o oo (=) = o~

(ureoid Bwy/njw) AuAnoe aseuly areAniAd

[PEP] (mM)

[PEP] (mM)

T T T
~— oo =] ~t Lo | S

1.3

0.3

-0.3

0.7

(urazoad Swynyur) £31A1308 dseUIY )eANILJ/ ]

- =
|
- S
|
|
- L
|
f
. d
© - L
.0 < T Pﬂ

(uraroxd Swynpur) £31a1308 9seuIy AJeANIA/ |

0.3 13
Log (1/[PEP]) (1/mM)

0.3

-0.7

Log (1/[PEP]) (1/mM)

Figure 6

66



Figure 6. Kinetics of total pyruvate kinase activity in boar-sperm extracts. A:
Relationship between total pyruvate kinase activity and phosphoenol pyruvate
concentration in supernatants from boar-spermatozoa extracts. The activity has been
determined in the absence (® ) or in the presence of 1.25 mM ADP (U). B: Relationship
between total pyruvate kinase activity and phosphoenol pyruvate concentration in
resuspended pellets from boar-spermatozoa extracts. The activity has been determined
in the absence (® ) or in the presence of 1.25 mM ADP ([J). C,D: Semi-logarithmic
representation between inverse values of total pyruvate kinase activity and phosphoenol
pyruvate concentrations in supernatants (C) and resuspended pellets (D) from boar-
sperm extracts. Lines show the apparent pyruvate kinase activity types in the absence
(e and continuous line) and the presence of 1.25 mM ADP (U] and broken lines)
revealed by this representation. Total pyruvate kinase activity has been determined as
described in the Material and Methods section. Results shown are meanstS.E.M. for 8

separate experiments.
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3.8. Localization of GLUT-3 hexose transporter and hexokinase-l in boar
Spermatozoa

Western blot analysis utilizing an anti-GLUT-3 antibody showed the presence of a
specific, approximately 45 Kda band in sperm extracts, which was similar to that
detected in dog sperm and published before (Fig. 7A, and Rigau et al., 2002). This band
is compatible with the presence of GLUT-3 in boar sperm. Immunogold electron
microcscope analysis also showed the presence of proteins reactive against the GLUT-3
antibody in both the head and the midpiece of the sperm. The GLUT-3 signal was not
abundant, and it could be localized at the external and internal cytoplasmic membrane
of the head as well as the membrane structures of the midpiece outwards the
mitochondrial sheath (Figs. 7C and 7D). It is noteworthy that the GLUT-3 signal could
also be localized in membrane fragments that were separated form the sperm as a
consequence of cellular fixation and processing for immunogold (data not shown).
Furthermore, the GLUT-3 signal was more frequently detected as clusters of gold
particles rather than as single, isolated marks, specially in the head (Figs. 7C and 7D).
Western blot against hexokinase-I also showed the presence of two majority, specific
bands in both dog and boar sperm, which were compatible to that determined in rat liver
(Fig. 8A). Moreover, the size of these bands matched the data published elsewhere
(Cardenas et al., 1998), indicating that boar sperm has a protein compatible with
hexokinase-I.

Immunogold localization of hexokinase-I showed a scarce presence of positive reaction,
which was mainly associated with both the external cytoplasmic membrane and the sub-
membraneous spaces of the head, whereas even more scarce, single signals were

localized at the midpiece outside of the mitochondrial sheath (Figs. 8B and C).
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Figure 7. Expression and location of GLUT-3 hexose transporter in boar spermatozoa.
A: Western blot against GLUT-3 in boar spermatozoa extracts. The Figure shows a
representative Western blot obtained from supernatants (s), resuspended pellets (p) and
total extracts (h) from dog (DOG) and boar (BOAR) homogenates obtained from fresh
samples. MW: Molecular weights. The total number of independent replicates for this
Western blot was 5. C-D: Immunogold localization of GLUT-3 in boar spermatozoa.
The immunogold technique has been described in the Material and Methods section.
Arrows indicate the presence of a positive reaction against the anti-GLUT-3 antibody.
Bars indicate the size of the image. B: A representative, negative control for the

immunogold technique for all of the showed proteins.
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Figure 8. Expression and location of hexokinase-I in boar spermatozoa. A: Western
blot against hexokinase-I in boar spermatozoa extracts. The Figure shows a
representative Western blot obtained from supernatants (s), resuspended pellets (p) and
total extracts (h) from dog (DOG) and boar (BOAR) homogenates obtained from fresh
samples. L: Rat-liver homogenate. MW: Molecular weights. The total number of
independent replicates for this Western blot was 5. C-D: Immunogold localization of
hexokinase-I in boar spermatozoa. The immunogold technique has been described in the
Material and Methods section. Arrows indicate the presence of a positive reaction

against the anti-hexokinase-I antibody. Bars indicate the size of the image.
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3.9. Effects of Incubation with monosaccharides in the Tyrosine-Phosphorylation
Pattern of boar sperm extracts

As shown in Fig. 10, the Tyr-Phos pattern of whole-boar extracts shows a specific
pattern, with a major band at about 45 Kda. Incubation with all of the sugars at a
concentration of 10 mM did not have a clear effect, neither in the intensity nor in the
distribution of the bands of this pattern, and only in some experiments could a slight

increase in the intensity of the 45-Kda band be observed (Fig 9 and data not shown).
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Figure 9. Tyrosine phosphorylation pattern of boar spermatozoa incubated with 10 mM
glucose or 10 mM fructose. Aliquots were collected at the indicated times to determine
the tyrosine-phosphorylation pattern after a Western blot analysis against an anti-mouse
phosphorylated tyrosine antibody. The amount of total protein analyzed in each lane
was 30 pg. The Figure shows a representative Western blot from 5 independent
replicates. C-: Samples incubated for 10 min without energy substrates. G: Cells
incubated for 10 min with 10 mM glucose. F: Sperm incubated for 10 min with 10 mM
fructose. M: Cells incubated for 10 min in the presence of 10 mM mannose. S: Boar
sperm incubated for 10 min in the presence of 10 mM sorbitol. MW: Molecular

weights. The total number of independent replicates for this experiment was 5.
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4. DISCUSSION

Our results clearly indicate that the differences observed in the utilization of glucose,
fructose, mannose and sorbitol through glycolysis in boar sperm has its primary basis in
separate rhythms of phosphorylation of these monosaccharides by the cells. In fact,
there was a close relationship between the sensitivity of phosphorylation and
extracellular L-lactate formation. In this sense, whereas glucose was the most
lactatogenic of all of the tested sugars, its sensitivity to phorphorylation through
hexokinase activity was also the greatest. On the other hand, sorbitol, which is utilized
through a way which does not utilize hexokinase activity as its first step (Newsholme
and Leech, 1983), also induced the lowest lactatogenic rhythm. The case of fructose is
noteworthy. At this point, our results agree with those of Jones and Connor (2000), who
indicates that boar sperm utilizes fructose less efficiently than glucose. This is due to
two separate factors: First, the lower sensitivity of fructose to hexokinase when
compared to glucose, as stated. Second, the lack of an alternative pathway to enter into
glycolysis, catalyzed by a specific fructokinase activity. This fructokinase activity has
been reported in the liver, and it is characterized by the phosphorylation of fructose to
fructose 1-phosphate instead of to fructose 6-phosphate (Lehninger et al., 1993).
Unpublished results from our laboratory indicate that boar sperm has no significant
levels of fructokinase activity, and, in this manner, the only way that fructose can utilize
to enter into glycolysis is by passing through the hexokinase-mediated
phosphorylation.These results would agree with others concerning other species, like
dog, where phosphorylation of fructose rendered hexoses 6-P instead of fructose 1-
phosphate (Rigau et al., 2002), thus indicating the same lack of fructokinase activity.
Summing up all of these results, we can conclude that the rate of phosphorylation

through the hexokinase activity controls the boar sperm’s ability to utilize
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monosaccharides. Focusing on the exact type of hexokinase that is present in boar
sperm, the presence of a positive signal against an anti-hexokinase-I antibody could
indicate that this type of hexokinase would be present here. Previous reports have
shown that boar sperm has single hexokinase kinetics, with a very low Km for glucose,
about 0.05 mM (Fernandez-Novell et al., 2004). This kinetics is similar to that reported
for the hexokinase-I type (Cardenas et al., 1998). Thus, the sum of kinetic and
immunologic data indicates that at least the main hexokinase activity found in boar
sperm can be related to hexokinase-I or another enzyme closely related to it.

Notwithstanding the importance of the hexokinase step in the control of boar-sperm
glycolysis, it becomes evident that this metabolic pathway is also controlled by the
modulation of, at least, another key enzyme step, as PK is. Boar-sperm total PK activity
shows two remarkable aspects. The first is the great sensitivity to the substrates, since
near-maximal activity was achieved at low concentrations of PEP. The second is the
ADP-dependent activation of the sperm isozyme. This ADP-linked activation is not
uncommon and, for instance, the liver isozyme of PK shows the same characteristic
(Feliu et al., 1977), thus suggesting that the sperm isozyme could be similar to the
hepatic one. In any case, the sum of both characteristics indicates that the final step of
glycolysis in boar sperm is closely dependent on the ADP/ATP intracellular ratio, and,
in this way, a drop in the intracellular levels of ATP would concomitantly induce an
increase in ADP, which, in turn, would activate the glycolytic rthythm, hence increasing
the new formation of ATP. When the ATP levels regained high levels, this would
induce a lowering in ADP with the concomitant decrease on the glycolytic rhythm. This
lowering, together with an ATP-dependent increase in the ATP consumption linked to
mechanisms like motility, will induce the already-observed substrate cycling, typical of

mammalian sperm (Hammersted and Lardy, 1983). Nevertheless, the fast and
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automatic, ATP/ADP-linked feedback of PK activity allows for the maintenance of this
substrate cycling at non-dangerous levels for sperm function, despite the fact that
mammalian spermatozoa rarely achieve the theoretical stoichimetric ATP yield
(Hammersted and Lardy, 1983). Thus, the combination of a very high rhythm of
glycolysis induced by the great sensitivity to hexokinase and PK to their respective
substrates, together with the ATP/ADP ratio-dependence of PK activity and the
tendency to the establishment of a substrate cycling, implies that boar sperm has a very
rapid and very sensitive system to control and adjust its energy requirements depending
on the quantitative (total amount of extracellular energy substrates) and qualitative
(specific type of extracellular energy substrates) changes in the energy environment that
surrounds the cell.

Immunogold results yielded some interesting considerations in order to have a better
understanding of regulatory mechanisms of hexose utilization by boar sperm. Firstly, it
is noteworthy that, at least GLUT-3 can be located in both the internal and the external
cellular membranes of the head. This is striking, since only those transporters that were
located externally would contact, and hence uptake, glucose into the cell. A possible
explanation could be that both internal and external GLUT-3 transporters could
represent separate functional forms for this protein. In this respect, it has been
demonstrated that hexose transporters GLUT-3 and GLUT-1 are localized in caveolin
domains, and hence co-localize with caveolin-1 in rat spermatocytes and spermatids
(Rauch et al., 2005). Caveolin-1 actively participates in the formation of caveolae
during phenomena such as endocytosis (Montesano, 1982). Following this, the presence
of internalized GLUT-3 could be a consequence of a caveolin-linked transposition to the
internal cellular membrane of this transporter following the union with glucose. This

transposition could be caused by an endocytosis-like process, which would involve the
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formation of caveolin-1-associated caveolae which would contain GLUT-3 transporters
linked to glucose molecules. In this way, GLUT-3 associated with the external
membrane would be those proteins not associated with hexoses, whereas those located
internally would be linked to monosaccharides. The transposition of membrane
receptors from the cellular membrane to inside the cell through a caveolae-related
mechanism is not rare and, for instance, the activation of the GLUT-4 glucose
transporter in adipocytes seems to follow this mechanism (Goldberg et al., 1987). There
is no report about a similar phenomenon linked to GLUT-3 in any other cell type.
However, since the membrane structure of sperm is very different from the other
eucaryotic cells, specially in the head region, a functional specialization of this type,
already accomplished in other cells for other glucose transporters like the above-
mentioned GLUT-4 (Goldberg et al., 1987), could not be dismissed in order to optimize
the rhythm of hexose intake by boar sperm.

Another striking feature observed in the immunogold results was that GLUT-3 had a
tendency to show a reaction against their respective specific antibody which resulted in
the accumulation of gold particles rather than in the appearance of single, isolated gold
marks. This seems to suggest that these hexose transporters are located in the sperm cell
membrane forming aggregates more than as single, isolated molecules. This would be
linked to the observed results on hexokinase-I, which seems to also be distributed in a
non-uniform, concrete manner. The aggregates formation could suggest a specific
zonation of hexose metabolism, since the uptake of monosaccharides would be
produced only at concrete, specific points of the sperm surface where the transporters
were specifically located. In this regard, results involving a close relationship between
glucose transporters and proteins such as caveolin-1 in sperm-generating cells, as those

already mentioned (Rauch et al., 2005), are of the greatest interest. An important feature
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of caveolin-1 is that this protein marks the presence in the membrane of concrete,
specific caveolae dominions characterized by a very high cholesterol content when
compared with the rest of the cellular membrane (Smart, 1996). These caveolin-1-
related dominions have been related to the regulation of very different aspects of the
cell-membrane function, such as signal transduction (Lisanti, et al., 1994), modulation
of calcium uptake (Fujimoto, 1993), and processes of receptor-mediated uptake
including endocytosis, clatrin-independent transcytosis and potocytosis (Montesano et
al., 1982; Milici et al., 1987; Tran et al., 1987; Anderson, 1993). In this regard, we can
reasonably suppose that hexose metabolism in mammalian spermatozoa would be
fractionated in separate, specific ways, depending on the association of the uptake
points of these hexoses, represented by the separate hexose transporters, with proteins
like caveolin-1 and others. At this moment, we are performing experiments based on the
co-localization of proteins as well as the utilization of metabolic inhibitors in order to
test this hypothesis. However, the possibility of separate pathways directed to obtaining
energy for specific, separate functions in mammalian sperm would explain the great
complexity of the energy metabolism management observed in these cells when placed
in very different environmental conditions.

Incubation with the different sugars did not modify the specific pattern of Tyr-Phos in
boar spermatozoa determined after a Western blot. This is different from that observed
in other species, like dog, where glucose and fructose induced not only a noticeable
increase in the intensity of Tyr-Phos bands, but also the appearance of some specific
phosphorylated bands (Rigau et al., 2002). This result indicates that the role of specific
functional modulators that monosaccharides have in species such as dog is not greatly
developed in boar, since this sugar-specific modulation would induce specific changes

in the Tyr-Phos pattern. Of course, this result does not completely invalidate a role as
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specific-functional modulators for glucose and fructose, for instance, since these sugars
could act by modifying, for instance the phosphorylation state of single proteins that are
very difficult to detect by a single Western blot. However, since these specific changes
are much easier to detect in dog, it is reasonable to suppose that the specific modulation
effect of sugars is more important in species like dog than in boar. These differences
among mammalians, as well as those already determined in aspects such as the general
management of energy metabolism in species like dog, boar, bull and mouse
(Rikmenspoel and Caputo, 1966; Hammersted and Lardy, 1983; Jones and Connor,
2000; Rigau et al.; 2002; Marin et al., 2003), clearly indicate that mammalian sperm
cannot be considered as a homogeneous group, at least under the functional point of
view. It is evident that each mammalian species has a specific, separate functional
design of its sperm, certainly related to the very different evolutionary strategies that
each species has developed to achieve “in vivo” fertilization. In this way, the functional
characteristics of the spermatozoa in species as dog, which has to maintain their
spermatozoa inside the female genital tract for long periods (Feldman and Nelson,
1987), are very different from others like boar, with a shorter lifespan (Hunter, 1982).

In conclusion, the differential use of monosaccharides by boar spermatozoa is primarily
based on the different sensitivity that these sugars have to hexokinase activity. Thus, the
uptake and phosphorylation of sugars is the first key step in the regulation of hexose
metabolism. The second, important key step is modulated by PK activity, which acts
depending on the ATP/ADP intracellular ratio. This implies that the metabolic rate of
boar sperm is regulated, first by the specific sugar that the cells find in the environment
and, second, by the specific intracellular energy levels. Finally, our results suggest that
glycolysis is inititated only at some concrete points of the cell, depending on the

specific hexose transporter and the relationship of this transporter to other function-
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modulatory molecules, like caveolin-1. In this way, the final obtainment and utilization
of the energy would vary depending on the specific way of uptake utilized by boar
spermatozoa. All of this has to be taken into consideration when designing new systems
of sperm storage and conservation, since only careful knowledge of the specific

function characteristics of the cells will allow an optimal result.
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RESUMEN

La incubacion de espermatozoides de cerdo en un medio isotéonico con 10 mM de
Glucosa induj6 una rapida e intensa activacion de la glucolisis, tal y como indicaron los
aumentos observados en los niveles intracelulares de G 6-P y ATP y el ritmo de
formacion extracelular de L-lactato. El efecto de la glucosa fue mucho mas intenso que
el inducido por otros monosacaridos, como la fructosa, el sorbitol y la manosa. En este
sentido, la concentracion extracelular de L-lactato alcanzo6 valores de5,61+0,05umol/mg
de proteina tras 60 minutos de incubacién con 10 mM de glucosa, mientras que la
incubacién con 10mM de fructosa, manosa o sorbitol durante 60 minutos indujé niveles
de lactato por debajo de tan s6lo Sumol/mg de proteina en todos los casos. El elevado
ritmo de transformacion de la glucosa se relaciond una afinidad mayor de la actividad
hexoquinasa por este azlicar en comparacion con los otros monosacaridos. Asi, mientras
que la presencia de 0,5mM de glucosa indujé una actividad hexoquinasa total en
sobrenadantes de extractos espermaticos de 1,7+0,1 mIU/mg de proteina, la misma
concentracion de fructosa y manosa indujeron una actividad de hexoquinasa total de
solo 0,3+0,1mIU/mg de proteina y 0,6+0,1 mIU/mg de proteina, respectivamente.
Ademas, las diferencias en la activacion de la hexoquinasa total fueron incluso mayores
en sedimentos resuspendidos de extractos espermaticos. Por otro lado, el andlisis
cinético de la actividad piruvato quinasa mostr6 una actividad muy dependiente de la
presencia de ADP, asi como una gran afinidad por el fosfoenol piruvato, con una Km
teorica estimada en los sobrenadantes homogenizados de 0,15-0,20mM. La
inmunolocalizacion de proteinas mediante la técnica del inmunogold mostré una
estrecha relacion entre proteinas claves de la glucolisis, como el transportador de

hexosas GLUT-3 y la hexoquinasa-I. Ademas, la los resultados obtenidos con esta
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técnica también indican que estas proteinas muestran una tendencia a distribuirse
alrededor de la membrana celular de la cabeza y la pieza intermedia de manera
agrupada. Finalmente, los monosacaridos no indujeron ningiin cambio especifico en el
patrén de fosforilacion global de proteinas en residuos de Tirosina, sugiriendo que la
metabolizacion de los monosacaridos no tenia un efecto especifico en este punto en
concreto de la funcionalidad del espermatozoide de cerdo. Estos datos, junto a otros
publicados anteriormente por otros autores, muestran que el primer punto de control en
la utilizacion especifica de monosacaridos por los espermatozoides de cerdo es la
modulacién de la actividad hexoquinasa, mientras que la actividad piruvato quinasa es
el segundo punto importante de control de la glucoélisis. De esta manera, la glucdlisis
parece estar regulada por tanto la disponibilidad de un azlcar concreto como por el
equilibrio interno entre los niveles de ATP y ADP. Ademas, la localizacion de las
proteinas que controlan la captacion de glucosa y su fosforilacion sugiere que la
glucolisis solo se inicia en puntos concretos ligados a la superficie del espermatozoide

de cerdo.

1. INTRODUCCION.

En los ultimos afios, se ha publicado una cantidad creciente de informacion sobre los
mecanismos mediante los cuales el espermatozoide de cerdo controla sus niveles de
energia. Esta informacion es de capital importancia para entender los mecanismos
subyacentes a la habilidad del espermatozoide de cerdo para sobrevivir y adaptarse a
condiciones ambientales que a menudo son muy agresivas con el espermatozoide. Es
mas, el espermatozoide tiene que adaptarse rapidamente a cambios bruscos de las
condiciones ambientales, puesto que esta capacidad de adaptacion es clave en procesos

tales como su paso a través del tracto genital de la hembra de la cérvix al oviducto. Por
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otra parte, y desde un punto de vista practico, la informacion sobre los mecanismos de
utilizacion de la energia es también muy importante a la hora de optimizar la
conservacion, tanto de semen refrigerado como congelado. Este conocimiento podria
tener una gran repercusion en la mejora de la aplicacion de la inseminacion artificial
(IA) a nivel mundial, con la mejora consiguiente en la producciéon porcina. Todo esto
explica la importancia que esta detrds del estudio de este aspecto concreto de la
funcionalidad del espermatozoide de cerdo.

El espermatozoide de cerdo proveniente de eyaculados frescos tiene la habilidad de
utilizar una amplia variedad de sustratos para obtener energia. Algunos no son
monosacaridos, como el lactato (Jones, 1997), el piruvato (Jones, 1997), el glicerol o el
glicerol 3-fosfato (Jones et al, 1992). Sin embargo, los monosacaridos parecen ser la
fuente principal de energia. Asi, el espermatozoide de cerdo tiene la habilidad de
metabolizar con alta eficiencia los azlicares presentes en el plasma seminal, tal y como
la glucosa (Jones y connor, 2000; Marin et al., 2003) o la fructosa (Jones y Connor,
2000). La via principal que el espermatozoide de cerdo utiliza para metabolizar estos
azucares es la glucdlisis, puesto que la energia obtenida a través de la metabolizacion de
monosacaridos como la glucosa a través de otras vias como el ciclo de Krebs solo es
alrededor de un 5% del total de energia producida por este aziucar (Marin et al., 2003).
Este resultado concuerda con el hecho que la glucdlisis juega el papel principal en el
suministro de ATP destinado al movimiento (Mukai y Okuno, 2004), a pesar del punto
de vista tradicional que indica que el ciclo de Krebs y la actividad mitocondrial y no la
glucolisis mantienen la motilidad. Por otro lado, la utilizaciéon de azlicares a través de
otras vias metabolicas alternativas en el espermatozoide de cerdo esta en discusion. Asi,
mientras que algunos autores no han encontrado la presencia de ninguna de estas vias,

tal y como la glucogénesis utilizada como mecanismo de reserva energética, (Mukai y
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Okuno, 2004), otros trabajos detectaron la presencia de dicho mecanismo de reserva
energética en diversas especies, entre ellas la porcina (Ballester et al., 2000).
Igualmente, mientras que la teoria generalmente aceptada, asi como los datos
publicados, indican que el espermatozoide de cerdo carece de una via gluconeogenica
funcional (Marin et al.,2003), algunos autores teorizan que esta via puede estar activa en
espermatozoides de verraco, en similitud a lo observado en otras especies, como el
perro, en la cual se observa la presencia de una gluconeogénesis funcional e importante
para completar la capacitacion “in vitro” en un medio sin azucares (Albarracin et al.,
2004); Mukai y Okuno, 2004). Todas estas discrepancias resaltan la falta de suficientes
estudios que permitan la exposicion de una hipdtesis unificada que explique los
mecanismos regulatorios ligados al metabolismo energético en el espermatozoide de
cerdo.

Uno de los puntos mas intrigantes respecto al metabolismo energético del
espermatozoide de cerdo es la diferente capacidad que presentan estas células para
utilizar monosacaridos asimismo diferentes. Asi, la bibliografia indica que el
espermatozoide de cerdo utiliza de una manera mas eficiente la glucosa que la fructosa,
tal y como indica un incremento en el ritmo de sintesis de ATP (Jones y Connor, 2000).
Esto reviste gran importancia ya que la glucosa y la fructosa no son utilizadas sélo
como mero sustrato energético, si no que también son utilizados como moduladores
funcionales especificos, al menos en algunas especies. En relacion con este punto, se ha
descrito que el porcentaje de fecundacion “in vitro” de espermatozoides de raton es
mucho mayor en un medio presencia de glucosa que con concentraciones iguales de
fructosa o manosa (Roger y Perreault, 1990). Este resultado parece relacionarse con la
existencia de cambios especificos en la membrana plasmatica dependientes de glucosa

que ocurren durante la capacitacion “in vitro” y la penetracion (Fraser y Herod, 1990).
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Por otro lado, la incubacién con glucosa y fructosa indujo cambios especificos en el
patrén de fosforilacion en residuos de tirosina (Tyr-Phos) de espermatozoides de perro
de eyaculados frescos (Rigau et al., 2002), indicando que ambos azlcares actian de
manera distinta y especifica sobre la funcionalidad global de estas células. Todos estos
datos indican que un conocimiento preciso de de las vias especificas de utilizacion de
los diferentes monosacaridos pueden ser de maxima importancia para entender los
mecanismos que controlan la funcionalidad “in vivo” del espermatozoide de cerdo

El objetivo principal de este trabajo fue el de establecer los mecanismos mediante los
que los espermatozoides de cerdo de eyaculados frescos utilizan de manera especifica y
diferencial cuatro monosacaridos distintos: la glucosa, la fructosa y la manosa, que
entran al metabolismo energético a través de fosforilacion directa mediante la actividad
hexoquinasa (Rawn, 1983; Lehninger et al., 1993), y el sorbitol, que entra en la
glucolisis a través de su transformacion previa en fructosa y la subsiguiente
fosforilacion a fructosa 6-fosfato modulada por la hexoquinasa (Newsholme and Leech,
1983). Para ello hemos analizado el efecto inducido por la incubacion de células
espermaticas con dichos azucares en los niveles intracelulares de glucosa 6-fosfato (G
6-P), asi como de glucogeno y ATP. Ademads, también se ha determinado el ritmo de
formacion de L-lactato y de CO; extracelulares, con la finalidad de analizar posibles
diferencias en el paso a través de la glucodlisis y el ciclo de Krebs de los diferentes
azucares. Ademas, con el fin de ampliar el conocimiento de los mecanismos de control
en la utilizacion de azlcares, se determind la actividad hexoquinasa total de extractos
espermaticos de cerdo en presencia de los diferentes azucares, asi como la cinética de la
actividad piruvato quinasa total (PK). Finalmente, la localizacion espacial de algunas
proteinas estrechamente relacionadas con el metabolismo de las hexosas, como el

transportador de hexosas GLUT-3 y la hexoquinasa-I, fue también analizada, asi como
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la respuesta del patréon Tyr-Phos frente a la incubacion con azucares. El analisis global
de los resultados indica que los espermatozoides de cerdo fosforilan a través de la
hexoquinasa mucho mads eficientemente la glucosa que el resto de monosacaridos,
entrando por lo tanto la glucosa en la glucolisis de manera mucho mas rapida y eficiente
que los otros azucares. El otro punto clave en la regulacion de la glucolisis en el
espermatozoide de cerdo es la actividad PK que muestra ser muy dependiente de la
relacion entre los niveles intracelulares de ATP y de ADP. Asi, la eficacia de la
glucolisis en espermatozoide de cerdo depende basicamente de dos factores: el tipo de
sustrato exdgeno consumido y los niveles intracelulares de ATP y ADP. Ademas,
algunas proteinas clave de la glucdlisis, como el GLUT-3 y la hexoquinasa-I se
distribuyen de manera no uniforme, con una tendencia a la agrupacion, haciendo pensar
que la glucdlisis se lleva a cabo en el espermatozoide de cerdo de una manera
dependiente del espacio. Finalmente, ningun efecto claro sobre el patron Tyr-Phos se
observa tras la incubacidn con cualquiera de los monosacéridos, indicando por lo tanto

que estos sustratos no modulan especificamente la funcionalidad espermatica porcina.

2. MATERIAL Y METODOS.

2.1. Recogiday procesado del semen

El semen se obtuvo a partir de 15 cerdos sanos y sexualmente maduros, pertenecientes a
una graja comercial (Servicios Genéticos Porcinos, S.L.; Roda de Ter, Espafia). Los
cerdos eran 6 Blancos Belgas, 5 Large White x Pietrain, 2 Pietrain y 2 Landrace, que
tenian entre 2-3 afios de edad. La fraccion rica del eyaculado se recogié manualmente e
inmediatamente se coloc6 en un bafio termostatizado a 37°C. El semen fue
inmediatamente diluido a un concentracién de 2 x 10’ espermatozoides/mL en un

diluyente comercial para semen refrigerado (MR-UN extender. Kubus, S.A;
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Majadahonda, Espafia) y se dividié en dosis comerciales para IA de 100 mL. Las
concentraciones de estas dosis fueron determinadas utilizando una cdmara celular
hemocitometrica. Cuatro de las dosis de 100 mL obtenidas se colocaron en un
refrigerador portatil a 16°C durante aproximadamente 90 minutos que fue el tiempo
empleado para llegar al laboratorio. Una vez alla, las muestras se centrifugaron a 600g
durante 10 minutos a 16°C en una centrifuga de temperatura controlada, y el sedimento
resultante se resuspendio en 50 mL de una solucién de Krebs-Ringer-Henseleit carente
de aztcares a 16°C (solucion KRH; pH: 7,4). El semen se centrifugo de nuevo durante
10 minutos a 16°C y las células del sedimento fueron nuevamente resuspendidas en 50
mL de solucion KRH. Este proceso de centrifugacion y resuspension fue repetido una
vez mas para eliminar cualquier resto de plasma seminal o del diluyente comercial. Al
final, 50 mL de suspension espermatica fue nuevamente centrifugada a 600g durante 10
minutos a 16°C y el sedimento celular fue finalmente resuspendido en 2 mL de solucién
de KRH. En este momento, las células resuspendidas producto de las cuatro dosis de
100 mL fueron mezcladas y luego se distribuyeron en tubos abiertos e incubados a
37°C, con o sin adicion de los diferentes monosacaridos a las concentraciones
apropiadas al medio segun el experimento. Tras el oportuno tiempo de incubacion, se
tomaron alicuotas de los espermatozoides y se trataron dependiendo del andlisis
requerido. Los tratamientos realizados fueron los siguientes:

Para determinar los porcentajes de viabilidad y de acrosomas alterados, se tomaron
alicuotas de 30uL e inmediatamente se tifieron mediante la técnica de eosina-nigrosina
(Bamba, 1998), modificado segiin Quintero-Moreno et al. (2004). Los porcentajes de
viabilidad y acrosomas alterados se determinaron tras contar de 200 a 300
espermatozoides en cada punto. Para determinar los niveles extracelulares de lactato, asi

como los niveles intracelulares de G 6-P, glucégeno y ATP, se tomaron alicuotas de 250
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uL de las suspensiones espermaticas e inmediatamente se centrifugaron a 1000g durante
1 minuto, separandose inmediatamente después los sedimentos celulares y los
sobrenadantes. Las dos fracciones asi obtenidas fueron inmediatamente congelados en
nitrogeno liquido, guardandose a —80°C hasta el momento del andlisis. Los
sobrenadantes se utilizaron para determinar los niveles extracelulares de lactato,
mientras que los sedimentos espermaticos se utilizaron para determinar los niveles
intracelulares de G 6-P, glucégeno y ATP. Ademas, en todos los casos, se separaron
alicuotas celulares de 10 pL para determinar la proteina total de la muestra.

Para la determinacion de los niveles intracelulares G 6-P y ATP, los sedimentos
celulares congelados se desacongelaron y homogenizaron simultineamente por
sonicacion en 300uL de solucion 10% (v/v) de HClO, fria. Los homogenizados se
centrifugaron a 10000 g por 15 minutos a 4°C, y los sobrenadantes obtenidos se
neutralizaron con una solucion K,CO; 5M inmediatamente antes del analisis.

Para la determinacién del contenido de glucégeno, los sedimentos espermaticos
congelados fueron descongelados y simultdneamente homogenizados por sonicacion
con 300uL de solucién al 30 % p/v de KOH, y luego llevadas a ebullicion durante 15
minutos. El extracto asi obtenido fue utilizado para el analisis.

Las determinaciones de las actividades PK y hexoquinasa se llevaron a cabos utilizando
dosis comerciales para IA completas, las cuales fueron inmediatamente centrifugadas a
600 g por 10 minutos a 16°C. Los sedimentos espermaticos asi obtenidos fueron
resuspendidos en 50 mL de solucion KRH. Tras ello, el proceso de centrifugacion y
resuspension se repitié dos veces mas hasta eliminar completamente todas las sustancias
incluidas en el medio que pudieran afectar las propiedades cinéticas de estas enzimas.
Finalmente, los ultimos 50 mL de suspension fueron nuevamente centrifugados a 600 g

durante 10 minutos a 16°C. Luego, el sobrenadante fue descartado y el sedimento
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celular resultante fue homogenizado por sonicacion en 500pL de una soluciéon tampdn
especifica para la determinacion de las actividades hexoquinasa y PK (tampén de
homogenizacion). Las muestras asi homogenizadas fueron centrifugadas a 10000 g
durante 15 minutos a 4°C. La actividad enzimatica fue medida en el sobrenadante y el
sedimento resultante, el cual fue lavado una vez en 500uL con el tampoén de
homogenizaciéon respectivo para eliminar toda posible actividad enzimatica asociada al
sobrenadante. Al final, el sedimento lavado fue resuspendido en 250 puLL del respectivo
tampon de homogenizacion. De nuevo, se tomaron alicuotas de 10 pL de tanto el
sobrenadante como el sedimento resuspendido para determinar la proteina total de la
muestra. El tampén de homogenizacion especifico para determinar la actividad
hexoquinasa estaba compuesto por glicilglicina 500 mM (pH 7.,4), adicionado con 2M
KCl, 100 mM ditiotreitol, 300 UI/mL de aprotinina y 100 mM de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo. Por otro lado, el tampdén de homogenizacién especifico para
determinar la actividad PK estaba compuesto por tampén glicilglicina 50 mM (pH 7,4)
adicionado con 15 mM de acido etilen diamino tetra acético, 100mM de KF y 100 mM
KH,PO,.

Para la determinacion del ritmo de formacion de CO,, se procesaron 4 dosis comerciales
para IA agrupadas de la manera descrita anteriormente. Alicuotas de 500uL de la
suspension espermatica final en solucion KRH fueron incubadas durante 60 minutos a
37°C en viales cerrados en presencia de concentraciones crecientes de [U*C] glucosa o
[U'C] fructosa. La cantidad total de radioactividad agregada en cada vial era de
aproximadamente 1.330.000 cpm en el caso de la [U'*C] glucosa y de aproximadamente
1.380.000 en el caso de [U'*C] fructosa. Al final de las incubaciones, un trozo de papel
de filtro empapado con 200 pL de feniletilamina se colocd en cada uno de los viales

evitando el contacto directo con la suspension. Tras ello, se agregaron 85 ul. de HC1O4
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10 % (v/v) a la suspension espermatica, tras lo que los viales fueron incubados durante
30 minutos mas en agitacion suave. Finalmente, se determind la radioactividad
absorbida por el papel filtro mediante un contador de centelleo liquido. Antes de agregar
el material radiactivo, una alicuota de 10 uL. de la suspension espermatica fue tomada
para determinar la proteina total de la muestra.

2.2. Procedimientos analiticos

Los niveles de G 6-P fueron determinados enzimaticamente como describe Michal
(1984), y siguiendo las modificaciones descritas en Rigau et al. (2002) para aumentar la
precision del analisis.

Las concentraciones de L-lactato (Noll, 1984), glucégeno (Ballester et al., 2000) y
ATP (Lambrecht y Trantschold, 1984) y la actividad lactato deshidrogenasa (Wahfeld,
1984) fueron determinados por las técnicas enzimaticas citadas. Todas estas técnicas,
asi como la utilizada para determinar G 6-P, fueron adaptadas a un autoanalizador
centrifugo Cobas Bio (Roche biomedical; Basilea, Suiza).

El volumen total de proteina de las muestras fue determinado utilizando la técnica de
Bradford (Bradford, 1976), utilizando un kit comercial (Laboratorios Bio-Rad;
Hércules, CA).

2.3. Andlissde Western blot

El andlisis inmunolégico mediante Western blot se llevo a cabo en espermatozoides
de cerdo que se homogenizaron por sonicacion en una solucidon tampén refrigerada
compuesta por Tris/HCl 10 mM (pH 7,4), que contenia ademds 1% (p/v) de dodecil
sulfato de sodio (SDS) y 1M de Na,VO, (en una proporcién 1:5, v/v) para evitar
cambios en el estado de fosforilacion global de los homogenizados (tamponWestern).
Las muestras fueron llevadas a ebullicién brevemente y luego se centrifugaron a 10000

g durante 15 minutos a 4°C. El Western blot se realiz6 tanto en los sobrenadantes como
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en los sedimentos espermaticos obtenidos. Los espermatozoides homogenizados con
tampon Western también se utilizaron para los Western blot sin la separacion por
centrifugacion en sobrenadante y sedimento. El analisis inmunologico de los
homogenizados resultantes y los sobrenadantes se basé en una electroforesis en gel de
poliacrilamida/SDS (Laemmli, 1970), seguido de la transferencia de las proteinas a una
matriz de nitrocelulosa (Burnett, 1981). Las muestras transferidas se incubaron con los
anticuerpos a una dilucion (v/v) de 1:500 (anti-GLUT 3) y de 1:1000 (anti-hexoquinasa-
I y anti-fosfotirosina). La inmunoreactividad especifica se puso de manifiesto utilizando
un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa (Amersham; Little
Chalfont, Reino Unido) y la reaccion se reveld mediante el sistema ECL-Plus Detection
System (Amersham).
Los espermatozoides de perro utilizados como control en algunos analisis de Western
blot se obtuvieron de perros Beagle sanos y sexualmente maduros pertenecientes al
“Servei d’Estabulari” de la Universidad Auténoma de Barcelona. Estas muestras fueron
procesadas de la misma forma anteriormente descrita para los espermatozoides de
cerdo. Los extractos de higado de rata utilizados como control en algunos Western blot
fueron donados por personal del “Pac Cientific de Barcelona” (Universidad de
Barcelona).
2.4. Técnica deinmunogold

Para llevar a cabo la técnica de inmunogold, alicuotas de muestras espermaticas
lavadas e incubadas con azicares tal y como se ha descrito anteriormente se
centrifugaron a 600 g durante 10 minutos. Los sedimentos obtenidos se fijaron con
tampon cacodilato 0,1 M (Tampdén caco; pH 7,4) el cual contenia 3% (p/v) de
paraformaldehido y 0,05 % (v/v) de glutaraldehido durante 2 horas a 4°C. Tras este

paso, los espermatozoides fijados se lavaron 4 veces con Tampoén caco, y
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posteriormente e incubaron dos veces durante 15 minutos a 4°C en una solucion 150
mM NH4CI. Tras estas incubaciones, se lavaron nuevamente las muestras con Tampon
caco 4 veces, y posteriormente se sometieron a una deshidratacion a través de
concentraciones crecientes de etanol. Las muestras asi deshidratadas eran luego pre-
incluidas en una solucién de agar al 2% (p/v) y entonces fueron embebidas en resina
Lowicril (Electron Microscopy Science; Washington, CL), induciendo luego la
polimerizacion de la resina mediante estimulacion ultravioleta (longitud de onda: 30-40
cm) durante 48 horas a -35°C. Luego, las muestras eran seccionadas finamente sobre
rejillas de oro, y la técnica de inmugold se aplicéd sobre estas muestras.

Para llevar a cabo la técnica del inmunogold las muestras fijadas sobre rejillas de oro
se preincubaron con un tampoén fosfato salino (PBS; a pH 7,4) conteniendo 3 % (p/v) de
albumina serica bovina (BSA) y 20 mM de glicina durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Tras esto, las muestras fueron incubadas con el anticuerpo primario
especifico a una dilucion 1:10 (v/v) en PBS adicionado con 3 % (p/v) BSA y 0,01 %
(v/v) Tween-20 durante 2 h a temperatura ambiente. Las muestras fueron luego lavadas
4 veces con PBS que contenia 3 % (p/v) de BSA y 0,01 % (v/v) de Tween-20 durante 5
minutos a temperatura ambiente y luego se incubaron con un anticuerpo secundario
cerdo, anti-conejo conjugado con particulas de oro de 15 nm (BBI internacional,
Cardiff, Reino Unido). Este anticuerpo secundario se utilizo a una dilucion 1:25 (v/v) en
PBS adicionado con 3 % de BSA (p/v) y 0,01 % de Tween-20 (v/v). La incubacion se
mantuvo durante una hora a temperatura ambiente. Tras este paso, las muestras fueron
lavadas 3 veces con PBS y posteriormente se lavaron 3 veces mas con agua tri-
destilada. El paso final consistié en contrastar utilizando una doble tincién mediante una
primera incubacion durante 15 minutos con 2% (p/v) de acetato de uranilo seguida de

una segunda incubacion durante 5 minutos con 2% (p/v) de acetato de plomo, siguiendo
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la técnica descrita por Dysktra (1992). Las muestras utilizadas como control negativo
fueron procesadas como se describe anteriormente exceptuando el paso la incubacion
con el anticuerpo primario. La presencia de signos positivos en las muestras fue
determinada mediante la observacion en un microscopio electrénico de transmision
Zeiss 910 EM (Servei de Microscopia Electronica; Universidad Auténoma de
Barcelona).

2.5. Andlisis estadisticos.

Cuando fue oportuno, la posible significancia en las diferencias estadisticas entre los
resultados fueron calculadas mediante dos procedimientos: ANOVA en aquellos datos
no apareados, o test de Student en resultados pareados.

2.6. Materiales.

Los anticuerpos primarios anti-GLUT 3 de rata y anti-hexoquinasa-I de rata se
obtuvieron de Chemicon Internacional (Termecula, CA). El anticuerpo primario anti-
fosfo tirosina de raton (PY20) se compro a Transduccion Laboratorios (Lexington, KY).
La [U"C] glucosa y la [U'C] fructosa se compraron a Amersham. La glucosa, la
fructosa, la manosa y el sorbitol provenian de Merck (Darmstadt, Alemania). Todos los
otros reactivos eran de pureza analitica y fueron proporcionados por Sigma (St. Louis,

MO), Merck, Bio Rad (Hercules, CA) y EMS (Fort Washington, PA).

3. RESULTADOS.

3.1. Variaciones en los porcentajes de viabilidad y de acrosomas alterados en
espermatozoides de cerdo incubados en presencia o ausencia de monosacaridos.

Los espermatozoides de cerdo incubados en un medio carente de aziicares mostraron un
decrecimiento progresivo y dependiente del tiempo de su porcentaje de viabilidad, que

varié desde un 90,6+1,3 % al inicio de la incubacidn, hasta un 73,1+ 1,1 % tras 60
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minutos (Fig. 1A). Una disminucién similar se observo cuando las células fueron
incubadas en presencia tanto de sorbitol 10 mM como de manosa 10 mM. Sin embargo,
la adicion tanto de fructosa 10 mM como de glucosa 10 mM neutralizaron casi
completamente esta disminucion hasta los 60 minutos de incubacion (Fig. 1A). Esta
accion neutralizadora también fue dosis-dependiente, mostrandose efectos significativos
a concentraciones de azucar tan bajas como ImM, con un efecto maximo a
concentraciones de azucares de entre 10mM y 20mM (Fig. 1B).

El porcentaje de acrosomas alterados aument6 de forma dependiente del tiempo en
células incubadas en ausencia de azucares. Este incremento fue paralelo a la
disminucion de la viabilidad descrita anteriormente. Asi, como se muestra en la Figura
1C, el porcentaje de acrosomas alterados vario desde el 16,1+0,9 % en el tiempo 0 hasta
23,9+1,8 % tras 60 minutos de incubacion. Al contrario que en el caso de la viabilidad,
la adicién de ninguno de los azlicares anulé o modificd este incremento, bajo ninguna

de las condiciones estudiadas (Fig. 1C).
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Figura 1. Efectos dependientes del tiempo y de la concentracion de los monosacaridos
sobre los porcentajes de viabilidad y de acrosomas alterados de espermatozoides
porcinos provenientes de eyaculados frescos. A,C: Los espermatozoides se incubaron en
ausencia (e ) o en presencia de glucosa 10 mM (m), fructosa 10 mM ( A), manosa 10
mM () o sorbitol 10 mM (). En los tiempos indicados en la Figura, se tomaron
alicuotas, sobre las que se determinaron los porcentajes de viabilidad (A) y de
acrosomas alterados (C). B,D: Los espermatozoides se incubaron durante 60 minutos en
presencia de las concentraciones indicadas de glucosa (m), fructosa (A), manosa (L) y
sorbitol ([J). Tras este tiempo, se tomaron alicuotas, en las que se determinaron los
porcentajes de viabilidad (B) y de acrosomas alterados (D). Los resultados mostrados

son medias +S.E.M. provenientes de 8 experimentos diferentes.
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3.2. Efecto de la incubacion con monosacaridos sobre los niveles intracelulares de
glucosa 6-fosfato y de glucdgeno en espermatozoides de cerdo provenientes de
eyaculados frescos.

Espermatozoides recién obtenidos de cerdo e incubados en un medio carente de
azicares no mostraron niveles intracelulares perceptibles de G 6-P (Fig. 2A). La
incubacién de los espermatozoides con concentraciones de 10 mM de glucosa indujo un
rapido y marcado incremento en los niveles intracelulares de G 6-P, alcanzando valores
maximos tras 5 minutos de incubacion de (2,4+1,8 nmol/mg de proteina, ver Fig. 2A).
El incremento inducido por glucosa de los niveles intracelulares de G 6-P fue
transitorio, y asi, tras 15 minutos de incubacion no se detectaron niveles apreciables del
metabolito en los extractos celulares (Fig. 2A). Un efecto similar, aunque de menor
intensidad se observd en espermatozoides incubados en presencia de 10 mM fructosa,
10mM sorbitol y 10mM manosa, obteniéndose valores méximos de G 6-P en todos los
casos tras 5 minutos de incubacion (Fig. 2A).

La intensidad del incremento en los niveles de G 6-P tras 5 minutos de incubacion era
dependiente de la concentracion de azucares en las células incubadas en presencia de
¢éstos. Como se muestra en la Figura 2B, los efectos maximos fueron observados a
concentraciones de 50 mM en todos los casos. La glucosa fue el azicar que mostrd el
efecto maximo, alcanzando niveles de G 6-P de 5,3+1,3 nmol/ mg de proteina con
concentraciones del aziicar de 50 mM. Por otro lado, la fructosa no indujé la aparicién
niveles significantes de G 6-P tras 5 min de incubacion en cualquiera de las
concentraciones probadas (Fig. 2B).

Los espermatozoides de cerdo provenientes de eyaculados frescos mostraron niveles
significativos de glucogeno intracelular, con valores de 56,2+3,5 nmol de glucosa/ mg

de proteina. El contenido de glucogeno intracelular decreci6 ligeramente en las células
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incubadas en un medio carente de azlcares, alcanzando valores de 41,8+1,1 nmol de
glucosa/ mg de proteina tras 60 minutos de incubacion (Fig. 2C). Como se muestra en la
Figura 2C, la incubacion de células con los diferentes aztcares indujo en todos los casos
un aumento significativo en los niveles intracelulares de glucoégeno, aunque el efecto
vari6 dependiendo del azucar utilizado en cada caso. Asi, la adicion de glucosa a
concentraciones de 10 mM indujo un rapido aumento en los niveles de glucdgeno,
alcanzando valores maximos tras 15-30 minutos de incubacion. Por el contrario, la
incubacién con 10 mM de sorbitol o 10 mM de manosa indujo un aumento mas lento en
estos niveles, alcanzandose los valores maximos solo tras 60 minutos de incubacion.
Finalmente concentraciones de 10 mM de fructosa indujeron también un répido
incremento en los niveles de glucdgeno alcanzando un valor méximo de 107,9+19,1
nmol de glucosa/ mg de proteina tras 30 minutos de incubacion. Sin embargo, los
niveles de glucoégeno disminuyeron posteriormente, alcanzando valores de soélo

56,5+10,3 nmol de glucosa /mg de proteina tras 60 minutos de incubacién (Fig. 2C).
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Figura 2. Efectos dependientes del tiempo y de la concentracion de los monosacaridos
sobre los niveles intracelulares de glucosa 6-fosfato y de glucdégeno de espermatozoides
porcinos provenientes de eyaculados frescos. A,C: Los espermatozoides se incubaron en
ausencia (e ) o en presencia de glucosa 10 mM (m), fructosa 10 mM ( A), manosa 10
mM () o sorbitol 10 mM (). En los tiempos indicados en la Figura, se tomaron
alicuotas, sobre las que se determinaron los niveles intracelulares de glucosa 6-fosfato
(A) y de glucogeno (C). B,D: Los espermatozoides se incubaron durante 5 minutos (B)
o durante 60 minutos (D) en presencia de las concentraciones indicadas de glucosa (m),
fructosa ( A), manosa (L) y sorbitol ([1). Tras estos tiempos, se tomaron alicuotas, en
las que se determinaron los niveles intracelulares de glucosa 6-fosfato (B) y de

glucdégeno (D). Los resultados mostrados son medias +S.E.M. provenientes de 8

experimentos diferentes.
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Estos resultados indican que la dindmica de la sintesis del glucégeno depende en gran
medida del sustrato especifico a partir del cual se sintetiza el polisacarido.

La sintesis de glucogeno inducida por la incubacién con hexosas también fue dosis-
dependiente, observandose nuevamente diferencias entre las diferentes azlcares. Asi,
los efectos maximos alcanzados con la glucosa, el sorbitol y la manosa fueron
observados a concentraciones de entre 10 mM y 20 mM, considerando que a
concentraciones menores los efectos sobre la sintesis de glucogenos fueron muy
pequenos (Fig. 2D). Por el contrario, los efectos maximos inducidos por la fructosa
sobre la sintesis de glucogeno se observaron a concentraciones tan bajas como 5 mM, a
pareciendo solo un ligero aumento a concentraciones superiores (Fig. 2D).

3.3. Efecto de los monosacaridos sobre e contenido intracelular de ATP en
espermatozoides de cerdo de eyaculados frescos.

La incubacion de espermatozoides de cerdo en un medio en ausencia de azucares
produjo una disminucion progresiva en los niveles intracelulares de ATP, alcanzando
valores por debajo de 2 nmol/ mg de proteina tras 60 minutos de incubacién (Fig. 3A).
Todos los monosacaridos analizados, a concentraciones de 10 mM, provocaron un
incremento muy fuerte y rapido en los niveles de ATP, con un efecto maximo en todos
los casos tras s6lo 1 minuto de incubacion (Fig. 3A). Este efecto maximo fue similar
tras la incubacion con glucosa, fructosa y sorbitol, alcanzando valores maximos de 20
nmol/ mg de proteina. El incremento de ATP fue menos intenso en las células incubadas
con 10 mM de manosa, en donde sélo llegaron hasta valores de 17,3+1,8 nmol/ mg de
proteina tras 1 minuto de incubacién (Fig. 3A). Tras este pico, se observé en todos los
casos una disminucion progresiva y dependiente del tiempo en los niveles intracelulares
de ATP. Esta disminucion fue muy similar en todos los casos, independientemente del

azucar utilizado. Hay que destacar que la incubacion con cualquiera de los azucares
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mantuvo siempre los niveles intracelulares de ATP entre unos limites muy estrechos,
entre 10 nmol/mg de proteina y 15 nmol /mg de proteina, incluso tras 30-60 minutos de
incubacion (Fig. 3A). Estos valores de ATP fueron muy superiores a los determinados
en células incubadas sin azucares durante el mismo periodo de tiempo (Fig. 3A).

Los efectos de los monosacaridos sobre los niveles de ATP fueron también
dependientes de la concentracion. Como se muestra en la Fig. 3B, Los espermatozoides
de cerdo son muy sensibles a los azucares en este respecto, y, asi, efectos cercanos a los
maximos se lograron a concentraciones de monosacaridos tan bajas como 1-5 mM,
siendo la glucosa y la fructosa los azicares que mostraron un efecto mas intenso,

especialmente a la concentracion de 20 mM (Fig. 3B).
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Figura 3. Efectos dependientes del tiempo y de la concentracion de los monosacaridos
sobre los niveles intracelulares de ATP y de la concentracion extracelular de L-lactato
de espermatozoides porcinos provenientes de eyaculados frescos. A,C: Los
espermatozoides se incubaron en ausencia (® ) o en presencia de glucosa 10 mM (m),
fructosa 10 mM (A), manosa 10 mM () o sorbitol 10 mM (). En los tiempos
indicados en la figura, se tomaron alicuotas, sobre las que se determinaron los niveles
intracelulares de ATP (A) y los extracelulares de L-lactato (C). B,D: Los
espermatozoides se incubaron durante 15 minutos (B) o durante 60 minutos (D) en
presencia de las concentraciones indicadas de glucosa (m), fructosa ( A), manosa (L) y
sorbitol ([J). Tras estos tiempos, se tomaron alicuotas, en las que se determinaron los
niveles intracelulares de ATP (B) y la concentracion extracelular de L-lactato (D). Los
resultados mostrados son medias +S.E.M. provenientes de 8 experimentos diferentes.
3.4. Efecto de los monosacaridos sobre la produccién de L-lactato en espermatozoides
de cerdo.

Los azlcares provocaron en todos los casos un progresivo aumento dependiente del
tiempo en los niveles extracelulares de L-lactato alcanzando valores maximos tras 60
minutos de incubacién. Sin embargo, algunas diferencias en el ritmo de formacion de L-
lactato se pudieron apreciar entre los distintos monosacaridos. Asi, el sorbitol a
concentraciones de 10 mM indujo un aumento muy rdpido durante los primeros 30
minutos, manteniéndose a parir de entonces un ritmo de lactato génesis menos intenso,
aunque continuado. Por el contrario, la adicion de 10 mM de glucosa, 10 mM de
fructosa y 10 mM de manosa provocaron un incremento el ritmo de formacion de
lactato menos intenso inicialmente, aunque sostenido de manera constante en el tiempo.
También es digno de notar que la incubacion con 10 mM de glucosa indujo los valores

maximos de L-lactato tras 60 minutos de incubacion en comparacion con los otros

109



azucares, alcanzando niveles de 5,61+0,05 umol/ mg de proteina (Fig. 3C). En el lado
opuesto, el monosacarido que indujo la produccion mas baja de L-lactato fue la manosa,
con valores de 3,24+0,03umol/ mg de proteina tras 60 minutos de incubacion a
concentraciones del aziucar de 10 mM (Fig. 3C).

Nuevamente, los efectos de los azlcares sobre la produccion de L-lactato fueron
dependientes de la concentracion, observandose también una alta sensibilidad a las bajas
concentraciones de los efectores. En este sentido, el maximo efecto fue obtenido a
concentraciones de fructosa, sorbitol y manosa tan bajas como 1 mM. La glucosa, si
bien mostré su maximo efecto (6,63+0,09 umol/mg de proteina) a 20 mM, también
presentd una accidén submaxima a concentraciones tan bajas como 1 mM (Fig. 3D).

3.5. Efectos de la glucosa y la fructosa sobre la produccion de CO, en
espermatozoides de cerdo.

La incubacién de espermatozoides de cerdo con "*C-glucosa y '* C-fructosa indujo en
ambos casos un incremento dependiente de la concentracion en la producciéon de *CO,,
que alcanzo niveles méaximos a las concentraciones de azucares de entre 10 mM y
20mM (Fig. 4). La sensibilidad de las células de cerdo a la produccion de CO, a partir
de concentraciones bajas de fructosa fue mayor que para la glucosa, ya que la
incubacién con concentraciones 5 mM de '*C-fructosa indujo una produccion de CO,
mucho mayor (31,7+4,1 nmol/ mg de proteina) que con 5mM de *C-glucosa (16,9+2,9
nmol/ mg de proteina, ver Fig. 4). Sin embargo, en ambos casos la produccion de CO,
fue baja cuando se compardé con la produccion de L-lactato ante los mismos substratos.
No se pudo determinar la produccion de '*CO, en presencia de manosa y sorbitol ya que

;1 . 14 ,
no se encontrd disponibles en el mercado formas marcadas con “C de estos azlicares.
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Figura 4. Efectos dependientes de la concentracion de glucosa y fructosa sobre el ritmo
de formacion de CO; de espermatozoides porcinos provenientes de eyaculados frescos.
Los espermatozoides se incubaron durante 60 minutos en presencia de las
concentraciones indicadas de glucosa (®) y de fructosa. Tras este tiempo, se tomaron
alicuotas, en las que se determind la formacion extracelular de CO,. Los resultados
mostrados son medias £S.E.M. provenientes de 8 experimentos diferentes.

3.6. Modulacién de la actividad hexoquinasa total en extractos espermaticos de cerdo
por parte de glucosa, fructosa, manosa y sorbitol

En un articulo ya publicado (Fernandez-Novell et al., 2004), nuestro laboratorio
determind, tras un andlisis cinético, que el espermatozoides de cerdo tenia una sola

actividad hexoquinasa, con una Km teérica estimada para la glucosa de 0,05mM.
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Teniendo este conocimiento previo, nuestra intenciéon en este trabajo fue la de
determinar las diferencias de sensibilidad a la actividad hexoquinasa de los
espermatozoides de cerdo que pudieran presentar los diferentes monosacaridos
utilizados. En este sentido, La actividad hexoquinasa total de los extractos espermaticos
de cerdo fue mucho mas sensible a la presencia de glucosa que a la de los otros
azucares. Como se muestra en la Figura 5A, la actividad hexoquinasa total de los sobre
nadantes fue elevada (1,7+0,1 mUI / mg de proteinas) a concentraciones de glucosa tan
bajas como 0,1 mM, alcanzando valores maximos a concentraciones de glucosa de 5
mM. Tanto la fructosa como la manosa y el sorbitol mostraron un efecto muy similar, si
bien en ambos casos la actividad hexoquinasa total méxima del sobre nadante era
bastante mas baja que la determinada en presencia de glucosa (aproximadamente 1 m
Ul/mg de proteina a concentraciones de 50 mM en todos los casos). Una diferencia aun
mayor fue hallada en los sedimentos resuspendidos. En este caso, la actividad
hexoquinasa total era también muy sensible a glucosa, observandose un aumento
progresivo en la actividad desde 0,1 mM de glucosa (3,8 + may/ mg de proteina) hasta
50 mM de glucosa (6,7£1,2 mUI / mg de proteina, ver Fig. 5B). Por el contrario, la
fructosa solo activa la actividad hexoquinasa total en los sedimentos resuspendidos a
concentraciones sobre 5SmM, mientras que tanto la manosa como el sorbitol eran
incapaces de inducir una actividad hexoquinasa significativa a cualquiera de las
concentraciones probadas (Fig. 5B).

3.7. Actividad cinética total de la piruvato quinasa en espermatozoides de cerdo.

Los extractos espermaticos de cerdo mostraron la presencia de una actividad PK total
activable por ADP, tanto en los sobre nadantes como en los sedimentos resuspendidos

Asi, la actividad PK total aument6 aproximadamente 20 veces en los sobre nadantes
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cuando se midi6 en la presencia de ADP 1,25 mM (Fig. 6A). Logicamente, la actividad

de PK activada por ADP fue dependiente de las concentraciones de fosfoenol piruvato.
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Figura 5. Sensibilidad de la actividad hexoquinasa total de espermatozoides de cerdo
procedentes de eyaculados frescos frente a la glucosa, la fructosa, la manosa y el
sorbitol. La actividad hexoquinasa total fue determinada en presencia de las
concentraciones indicadas de glucosa (m), fructosa (A), manosa (L) y sorbitol (0J),
tanto en los sobre nadantes (A) como en los sedimentos resuspendidos obtenidos a partir
de homogenizados espermdticos porcinos (B). La actividad hexoquinasa total se
determind siguiendo la metodologia descrita en el apartado de Material y Métodos. Los

resultados mostrados son medias £S.E.M. provenientes de 8 experimentos diferentes.
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(PEP). A este respecto, hubo un brusco y progresivo aumento en la actividad PK desde
0,05 mM PEP hasta 4-5 mM PEP, con una maxima actividad de 126,4+7,3 mUI/ mg de
proteina a 4 mM de PEP (Fig.6A). Los sedimentos espermaticos resuspendidos
mostraron una actividad PK mucho menor, que también fue ADP-dependiente, a
concentraciones de PEP de 0,05mM a 2mM (Fig. 6B). Al contrario que en los sobre
nadantes, la actividad PK total de los sedimentos resuspendidos a concentraciones de
PEP de 2mM no mostré diferencias en presencia o ausencia de 1,25 mM de ADP,
indicando que estas concentraciones de PEP indujeron una saturacion del sistema
enzimatico de la PK, independientemente de la presencia de ADP en el medio (Fig. 6B).

La representacion de Lineweaver-Burke de la actividad de PK en los sobre nadantes y
sedimentos resuspendidos de extractos espermaticos de cerdo fue compatible con la
presencia de una sola actividad PK. Esta actividad mostr6 en el sobrenadarte una Km
teorica estimada de aproximadamente 0,15-0,20 mM, tanto en presencia como en
ausencia de ADP (Fig. 6C). Resultados similares, aunque con una Km tedrica estimada
de 0,9-1 mM, se observo en sedimentos resuspendidos, tanto en presencia como en
ausencia de ADP (Fig. 6D). Estos ultimos resultados sugieren que la presencia de ADP

aumenta la actividad PK sin modificar la sensibilidad del enzima al PEP.
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Figura 6. Cinética de la actividad piruvato quinasa de espermatozoides porcinos. A:
Relacion entre la actividad piruvato quinasa total y la concentracion de fosfofenol
piruvato en sobre nadantes obtenidos a partir de homogenizados espermaticos porcinos.
La actividad enzimatica se determin6 en ausencia (® ) o en presencia de ADP 1.25 mM
(). B: Relacion entre la actividad piruvato quinasa total y la concentraciéon de
fosfofenol piruvato en sedimentos resuspendidos obtenidos a partir de homogenizados
espermaticos porcinos. La actividad enzimatica se determind en ausencia (e ) o en
presencia de ADP 1.25 mM (0J). C,D: Representacion semi logaritmica de los valores

inversos de la actividad piruvato quinasa total en relacion a la concentracion de
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fosfoenol piruvato en sobre nadantes (C) y sedimentos resuspendidos (D) provenientes
de extractos espermaticos porcinos. Las lineas muestran los diversos tipos aparentes de
actividad piruvato quinasa detectados en ausencia (e y linea continua) y en presencia
de ADP 1.25 mM (U y linea a trazos) detectados mediante esta representacion. La
actividad piruvato quinasa total se determin6 siguiendo la metodologia descrita en el
apartado de Material y Métodos. Los resultados mostrados son medias +S.E.M.
provenientes de 8 experimentos diferentes.

3.8. Localizacién del transportador de hexosas GLUT-3 y de la hexoquinasa-I en los
espermatozoides de cerdo.

Al analizar los Western blot en los que usamos un anticuerpo anti-GLUT-3 se evidencio
la presencia de una banda especifica, de aproximadamente 45 Kda, en extractos
espermaticos de cerdo (Fig. 7A) Este resultado concuerda con lo observado en
espermatozoides de perro, publicado con anterioridad (Fig. 7A y Rigau et al ., 2002).
Esta banda especifica es, pues, compatible con la presencia de GLUT-3 en
espermatozoides de cerdo. El analisis de la técnica de inmunogold también mostr6 la
presencia de GULT-3 en la cabeza y la pieza intermedia de los espermatozoides. La
sefial del GULT-3 no era abundante, y se localizaba en la membrana citoplasmatica
externa y en el interior de la cabeza asi como en la membrana mitocondrial externa de la
vaina mitocondrial, en la pieza intermedia (Fig.7C y 7D). Hay que destacar que el
GLUT-3 también se localizaba en fragmentos de la membrana que se separaban de los
espermatozoides como consecuencia de la fijacion celular y el procesamiento inherente
a la técnica (datos no mostrados). Ademas, la presencia GULT-3 era detectada mas
frecuentemente como agrupaciones de particulas de oro, en lugar de sefiales simples y

aisladas. Este fendmeno era especialmente remarcable en la cabeza (Fig. 7C y 7D).
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Figura 7. Expresion y localizacion del transportador de hexosas GLUT-3 en
espermatozoides porcinos. A. Western blot contra el GLUT-3 en extractos de
espermatozoides porcinos. La Figura muestra un Western blot representativo obtenido a
partir de sobre nadantes (s), de sedimentos resuspendidos (p) y de extractos totales (h)
provenientes de homogenizados caninos (DOG) y porcinos (BOAR) obtenidos a partir
de eyaculados frescos. MW: Pesos moleculares. El nimero total de Western blots
independientes realizados fue de 5. C-D: Localizacion mediante la técnica de
inmunogold del GLUT-3 en espermatozoides de cerdo. La técnica del inmunogold se ha
descrito en la correspondiente seccion del apartado de Material y Métodos. Las flechas
indican la presencia de una reaccion positiva frente al anticuerpo anti-GLUT-3. Las
barras indican el tamafio de la imagen. B: Imagen representativa de un control negativo
de la técnica de inmunogold frente a cualquiera de las proteinas analizadas por esta

técnica.
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El anélisis de Western blot realizado contra la hexoquinasa-I mostro la presencia de dos
bandas especificas mayoritarios en espermatozoides de perro y cerdo, que
correspondian con lo determinado en higado de rata (Fig. 8A). Ademas, el tamafio de
estas bandas concuerda con los datos publicados por otros autores para el enzima
(Cardenas et al., 1998), indicando que los espermatozoides de cerdo tienen una proteina
compatible con la presencia de hexoquinasa-I.

La localizacion de la hexoquinasa-I mediante la técnica del inmunogold mostré una
presencia escasa de reaccion positiva, la cual se asocio principalmente a la membrana
citoplasmatica externa y el espacio submembranoso de la cabeza. Ademas, se observo la
presencia de la hexoquinasa-I, de forma aislada y puntual, asociada a la membrana

mitocondrial externa de la vaina mitocondrial, en la pieza intermedia (Fig. 8B y 8C).
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Figura 8. Expresion y localizacion de la hexoquinasa-1 en espermatozoides porcinos.
A. Western blot contra la hexoquinasa-len extractos de espermatozoides porcinos. La
Figura muestra un Western blot representativo obtenido a partir de sobre nadantes (s),
de sedimentos resuspendidos (p) y de extractos totales (h) provenientes de
homogenizados caninos (DOG) y porcinos (BOAR) obtenidos a partir de eyaculados
frescos. L: Homogenizados de higado de rata. MW: Pesos moleculares. El nimero total
de Western blots independientes realizados fue de 5. B-C: Localizacion mediante la
técnica de inmunogold de la hexoquinasa-1 en espermatozoides porcinos. La técnica del
inmunogold se ha descrito en la correspondiente seccion del apartado de Material y
Meétodos. Las flechas indican la presencia de una reaccion positiva frente al anticuerpo

anti-hexoquinasa-1. Las barras indican el tamafio de la imagen.
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3.9. Efecto de la incubacion con monosacaridos sobre el patron de fosforilacion
residuos de tirosina en extractos espermaticos de cerdo.

Tal y como se muestra en la Fig. 9, el patron Tyr-Phos de los extractos espermaticos de
cerdo mostr6 un disefio especificos, con una banda mayoritaria de aproximadamente 45
Kda. La incubacién con cualquiera de los azucares a una concentracion de 10 mM no
tuvo un efecto claro sobre la distribucion de la bandas de este modelo, y s6lo en algunos
experimentos se pudo observar un ligero aumento en la intensidad de la banda de 45
Kda debido a la presencia de cualquiera de los monosacaridos utilizados (Fig. 9 y datos

no mostrados).
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Figura 9. Patrones de fosforilacion en residuos de tirosina en espermatozoides de cerdo
incubados en presencia de monosacaridos. Los espermatozoides se incubaron durante
10 minutos en presencia de glucosa 10 mM, fructosa 10 mM, manosa 10 mM o sorbitol
10 mM. Tras la incubacion, se llevo a cabo un andlisis mediante Western blot del patron
de fosforilacion, utilizando un anticuerpo anti-fosfotirosina de raton. La cantidad de
proteina total cargada en cada linea de electroforesis fue de 30 pg. La Figura muestra un
resultado significativo de cinco experimentos diferentes realizados. C-:
Espermatozoides incubados en ausencia de monosacaridos. G: Células incubadas con
glucosa 10 mM. F: Espermatozoides incubados con fructosa 10 mM. M: Células
incubadas en presencia de manosa 10 mM. S: Espermatozoides porcinos incubados con
sorbitol 10 mM. MW: Pesos moleculares. EI nimero total de experimentos diferentes

realizados fue de 5.
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4. DISCUSION.

Nuestros resultados muestran claramente que las diferencias observadas en la utilizacion
de la glucosa, la fructosa, la manosa y el sorbitol a través de la glucolisis en
espermatozoides de cerdo, tiene su base primordial en ritmos diferentes de fosforilacion
de estos monosacaridos por parte de la maquinaria celular. De hecho, nuestros
resultados sefialan la presencia de una relacion muy estrecha entre la sensibilidad a la
fosforilaciéon de un azicar determinado y la formacion extracelular de L-lactato a partir
de este azlicar. En este sentido, considerando que la glucosa era la que mayor
lactogenicidad mostraba entre todos los azucares probados, su sensibilidad a la
fosforilacion a través de la actividad hexoquinasa también era la mayor, con diferencia.
Por otro lado, el sorbitol el cual es utilizado a través de via indirecta, que no tiene a la
actividad hexoquinasa como su primer paso, induce a su vez un ritmo lactogénico mas
bajo. En este punto, sin embargo, hay que destacar el caso de la fructosa. En referencia a
este monosacarido, nuestros resultados concuerdan con los de Jones y Connor (2000),
que indicaron que los espermatozoides de cerdo utilizan la fructosa con menor
eficiencia que la glucosa. Esto es debido a la confluencia de dos factores diferentes:
Primero, la baja sensibilidad de la fructosa a la hexoquinasa cuando la comparamos con
la glucosa. Segundo, la falta de una via alternativa para entrar en la glucdlisis,
catalizada por una enzima fructoquinasa especifica. Esta actividad fructoquinasa
especifica ha sido descrita en el higado, y se caracteriza por fosforilar la fructosa, pero
dando lugar como producto fructosa 1-fosfato en lugar de la esperable fructosa 6-
fosfato. Resultados no publicados de nuestro laboratorio indican que los
espermatozoides de cerdo no presentan niveles significativos de actividad fructoquinasa,
y, de esta manera, la unica via por la que la fructosa puede entrar en la glucoélisis en

estas células es a través de la fosforilacion mediada por hexoquinasa. Estos resultados
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concordarian con otros concernientes a otras especies, como el perro, donde la
fosforilacion de la fructosa produce hexosas 6-fosfato en vez de fructosa 1-fosfato
(Rigau et al., 2002), lo que indica que estos espermatozoides carecen igualmente de
actividad fructoquinasa. Resumiendo, todos estos resultados indican que la proporcion
de fosforilacién a través de la actividad hexoquinasa controla de manera eficiente la
capacidad del espermatozoide de cerdo para utilizar los monosacaridos. Centrandonos
en el tipo exacto de hexoquinasa presente en los espermatozoides de cerdo, la presencia
de reaccion positiva del anticuerpo anti hexoquinasa-I podria indicar que este tipo
especifico de hexoquinasa se encuentra presente en estas células. Resultados anteriores
ya publicados muestran la existencia de una sola cinética de actividad hexoquinasa en
espermatozoides porcinos, con un Km para la glucosa muy bajo, de aproximadamente
0,05 mM (Fernandez-Novell et al., 2004). Esta cinética es similar a la descrita para la
hexoquinasa-I. Asi pues, la suma de los datos cinéticos e inmunologicos indica que la
actividad hexoquinasa principal encontrada en los espermatozoides de cerdo podria ser
hexoquinasa-I, o por lo menos ser una enzima estrechamente relacionada con ésta.

A pesar de la importancia de la hexoquinasa en el control de la glucolisis del
espermatozoide de cerdo, resulta evidente que esta via metabdlica también es controlada
por la modulacion de, por lo menos otra actividad enzimatica importante, como es la
PK. En los espermatozoides de cerdo, la actividad PK muestra al menos dos aspectos
notables. El primero es la gran sensibilidad a su substrato, ya que se refleja una
actividad cercana al maximo a concentraciones muy bajas de PEP. El segundo es la
activacion dependiente de ADP de esta isozima espermatica. Esta activacion ligada al
ADP no es unica y, por ejemplo, la isozima hepatica PK muestra la misma
caracteristica, sugiriendo asi que la isozima espermatica podria ser similar a la hepatica.

En todo caso, la suma de ambas caracteristicas indica que el paso final de la glucolisis
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en espermatozoides de cerdo es estrechamente dependiente de la proporcion ADP/ATP
intracelular, y, de esta manera, una caida en los niveles intracelulares de ATP induciria
logicamente un incremento inmediato del ADP, el cual a su vez activaria el ritmo
glucolitico y aumentaria una nueva formacion de ATP. Cuando el ATP recobrara
niveles altos, se produciria una bajada simultanea de los niveles ADP, con la
consecuente disminucion en el ritmo glucolitico. Este fenomeno de retroalimentacion
podria estar en la base de la aparicion espontanea de un ciclo de substrato, en el cual se
genera energia que se pierde inmediatamente, el cual es, curiosamente, tipico en los
espermatozoides mamiferos (Hammersted y Lardy, 1983). A pesar de la pérdida
energética que supone el establecimiento de un ciclo de substrato semejante, la rapidez e
inmediatez que muestra el sistema de retroalimentacion ligado a la PK permiten el
mantenimiento de ciclo en un ritmo no peligrosos para las funciones espermaticas, a
pesar del hecho de que los espermatozoides de mamifero raramente logran alcanzar la
eficiencia estiquiométrica maxima en su ritmo de consumo de ATP (Hammersted y
Lardy, 1983). Asi, la combinacion de un ritmo alto de glucolisis inducido por la gran
sensibilidad a la hexoquinasa y piruvato quinasa respecto a un sustrato especifico, junto
con la dependencia al equilibrio ATP/ADP de la actividad PK y la tendencia al
establecimiento de un ciclo de substrato, indican con claridad que los espermatozoides
de cerdo tiene un sistema muy sensible y rdpido para controlar y ajustar sus
requerimientos energéticos dependiendo, en primer lugar, de la cantidad total y del tipo
especifico de substratos energéticos extracelulares disponibles, y en segundo lugar, del
ambiente energético que rodea a la célula.

Los resultados observados con la técnica del inmunogold generan algunas
consideraciones interesantes, que pueden servir para alcanzar una mejor comprension de

los mecanismos reguladores de utilizacion de las hexosas por los espermatozoides de
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cerdo. En primer lugar, hay que destacar que el GLUT-3 puede localizarse tanto en la
membrana citopldsmica interna como en la externa de la cabeza. Este resultado es
llamativo, puesto que, en general, solo los transportadores de membrana que se
exterioricen podran tener contacto con la glucosa extracelular, introduciéndola asi
dentro de la célula. Una posible explicacion de este fendémeno seria que los GLUT-3
externos e internos pudieran representar formas funcionales diferentes de esta proteina.
A este respecto, se ha demostrado que transportadores de hexosas GLUT-3 y GLUT-1
se localizan en dominios marcados por caveolina, y co-localizan con la proteina
especifica de caveolas caveolina-1, en espermatocitos y espermaticas de rata (Rauch et
al., 2005). Hay que recordar que la caveolian-1 es una proteina que participa de manera
muy activa en la formacion de cavedlas durante procesos celulares como la endocitosis
(Montesano, 1982). Siguiendo este razonamiento, la presencia de GLUT-3 en una
membrana interna podria ser consecuencia de una transposicion hacia la membrana
citoplasmica interna tras la union del transportador con la glucosa. Esta transposicion
podria ser causada por un proceso de endocitosis, en el cual se formarian cavedlas,
ligadas a la presencia de caveolina-1, que contendrian el GLUT-3 unido a la glucosa. De
esta manera, los GLUT-3 presentes en la membrana citopldsmica externa serian
aquellos no unidos a una hexosa, mientras que los localizados internamente estarian
unidos a monosacaridos. La transposicion de receptores de la membrana celular hacia el
interior de la célula a través de un mecanismo relacionado con la formacion de cavedlas
no es raro y, por ejemplo, la activacion del transportador de glucosa GLUT-4 en
adipocitos parece seguir este mecanismo (Golberg et al., 1987). Por lo tanto, la
existencia de un mecanismo similar podria estar presente en el espermatozoide porcino,

como un sistema de optimizar el ritmo de entrada de glucosa en la célula.
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Otro rasgo llamativo observado tras los resultados del inmunogold fue el hecho de que
el GULT-3 tenia una tendencia a mostrar una reaccion especifica contra su anticuerpo
que provocaba la acumulacion de particulas de oro en lugar de marcas de oro simples y
aisladas. Este resultado sugiere que el GLUT 3 se localiza en la membrana celular de los
espermatozoides formando agregados mas que como moléculas aisladas. Este resultado
contrasta con el observado en la hexoquinasa-I, la cual parece no estar distribuida en la
célula siguiendo un patréon concreto. La formacion de agregados de GLUT-3 podria
hacer pensar en una zonacién especifica del metabolismo de las hexosas, puesto que la
captacion de monosacaridos s6lo se puede producir en unos puntos concretos y
especificos de la superficie del espermatozoide, alld donde los transportadores estan
agrupados. Por otra parte, esta hipdtesis también podria explicarse a través de la
anteriormente bosquejada, posible interrelacion entre el GLUT-3 y la caveolina-1. Hay
que recordar que la caveolina-1 marca la presencia en la membrana citopldsmica de
zonas con propiedades fisicas y quimicas muy especificas, los dominios de caveolas.
Estos dominios se caracterizan por presentar un contenido muy elevado en colesterol
cuando los comparamos con el resto de la membrana celular (Smart, 1996). Las
caveolas juegan un papel importante en la regulacion de aspectos muy diferentes de la
funciéon de la membrana celular, tales como la regulacion de diversas sefiales de
transduccion transmembranosa (Lisanti, et al., 1994a), la modulacion de la captacion de
calcio (fujimoto, 1993), y la regulacion de procesos de captacion mediadas por
receptores, la endocitosis, la transcitosis dependiente de clatrina y la potocitosis
(Montesano et al., 1982; Milici et al., 1987; Tran et al., 1987, Anderson, 1993).
Teniendo en consideracion este aspecto, se puede suponer que el metabolismo de las
hexosas en espermatozoides de cerdo estaria separado en vias especificas para cada

substrato, dependiendo de la relacion mas o menos especifica que tuviera cada uno de
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estos azlcares con los puntos de captacion especificos para cada hexosa. Estos puntos
especificos de captacion estarian marcados por la presencia de diferentes
transportadores hexosas, los cuales ocuparian una u otra posicién especifica en la
membrana celular dependiendo de su relacion con otras proteinas de anclaje, como
podria ser la caveolina-1 respecto al GLUT-3. En este momento estamos llevando a
cabo experimentos basados en la co-localizacioén de proteinas, asi como en la utilizacion
de inhibidores metabolicos para la comprobacién de esta hipotesis. Sin embargo la
posibilidad de vias separadas y especificas dirigidas a obtener energia para funciones
igualmente separadas y especificas en los espermatozoides de mamiferos podria
explicar la gran complejidad en el control del metabolismo energético observada en
estas células cuando se encuentran frente condiciones medio ambientales muy
divergentes.

La incubacion con los azucares utilizados no modificé de manera clara en ningin caso
el patron especifico de fosforilacion en residuos de tirosina de los espermatozoides de
cerdo. Este resultado difiere de lo observado en otras especies, como el perro, en donde
la glucosa y la fructosa no solo indujeron un aumento notable en la intensidad de las
bandas de Tyr-Phos, si no también la apariciéon de bandas especificas de fosforilacion
para cada aztcar (Rigau et al., 2002). Estos resultados indican que el papel de
moduladores funcionales especificos que los monosacaridos tienen en especies como el
perro no parece tan claro en el cerdo, ya que una modulaciéon de funcionalidad
especifica de cada azlcar induciria con mucha probabilidad cambios igualmente
especificos en el patrén Tyr-Phos. Por supuesto, este resultado no invalidaria la
existencia de un papel de moduladores de funcidon especificos de azicares como la
glucosa o la fructosa, puesto que, por ejemplo, estos monosacaridos podrian actuar

también a través de la modificaciones el estado de fosforilacion muy pocas proteinas,
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las cuales serian indetectables en el Western blot. Sin embargo, ya que estos cambios
especificos son mucho mas faciles de descubrir en el perro, es razonable suponer que el
efecto de modulacion especifico de las azucares es mas importante en especies como el
perro que en el cerdo. Estas diferencias entre espermatozoides de mamiferos diferentes,
junto con otras ya descritas, relacionadas con la gestion del metabolismo energético en
especies como el perro, el cerdo, el toro y el raton (Riimenspoel y Caputo, 1966;
Hammersted y Lardy, 1983; Jones y Connors, 2000; Rigau et al., 2002; Marin et al.,
2003), indican con claridad que los espermatozoides de mamifero no deberian ser
considerados como células con un comportamiento homogéneo, por lo menos desde el
punto de vista funcional. Es evidente que cada especie de mamifero tiene un disefo
funcional especifico y diferente de sus espermatozoides, relacionado seguramente con
las diferentes estrategias evolutivas que cada especie ha desarrollado para lograr la
fecundacion “in vivo”. De esta manera, las caracteristicas funcionales de los
espermatozoides en especies como el perro, el cual tiene que mantener sus
espermatozoides en el tracto genital de la hembra durante largos periodos (Feldman y
Nelson, 1987), es muy diferente a otros como el cerdo, con una vida mas corta (Hunter,
1981).

En conclusion, el uso energético diferente de los monosacaridos por parte de los
espermatozoides de cerdo se basa principalmente en la sensibilidad diferente que la
actividad hexoquinasa espermatica presenta frente a cada azucar. Asi, la captacion y
fosforilacion de azticares son el primer paso importante en la regulacion de metabolismo
de las hexosas. El segundo paso importante es modulado por la actividad PK, que actia
en dependencia del equilibrio intracelular entre los niveles de ATP y de ADP. Por lo
tanto, el ritmo metabolico del espermatozoide de cerdo es regulado, primero por el tipo

especifico de azucar que la célula encuentra en el ambiente y, segundo por los niveles

131



intracelulares de energia. Finalmente, nuestros resultados sugieren que la glucolisis se
inicia solo en algunos puntos concretos de la célula, dependiendo de la presencia de un
transportador de hexosa especifico y de la relacién de estos transportadores tengan con
otras moléculas fijadoras en la membrana, como la caveolina-1. En este sentido, la
obtencioén y utilizacion final de energia podria ser extremadamente dependiente de la
via especifica utilizada para la captacion de cada substrato por parte de los
espermatozoides de cerdo. Todos estos datos tienen que ser tomado en consideracion al
disefiar nuevos sistemas de almacenamiento y conservacion de los espermatozoides, ya
que solo un conocimiento cuidadoso de las caracteristicas de la funcionalidad especifica

de estas células permitird un dptimo resultado en su manejo.
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ABSTRACT: Incubation of boar spermatozoa in Krebs-Ringer-Henseleit medium with
either 10 mM lactate or 10 mM citrate induced in both cases a fast and robust increase
in the intracellular levels of ATP, which reached a peak after 30 sec of incubation.
Utilization of both citrate and lactate resulted in the export of CO; to the extracellular
medium indicating that both substrates were metabolized through the Krebs cycle.
Incubation with citrate resulted in the generation of extracellular lactate, which was
inhibited in the presence of phenylacetic acid. This indicates that lactate is produced
through the pyruvate carboxylase step. In addition, there was also a significant increase
in tyrosine phosphorylation induced by both citrate and lactate. Boar sperm has a
sperm-specific isoform of lactate dehydrogenase (LDH), mainly located in the principal
piece of the tail. Kinetic studies showed that boar sperm has at least two distinct LDH
activities. The major activity (with an estimated Km of 0.51mM) was located in the
supernatants of sperm extracts. The minor LDH activity (with an estimated Km of 5.9
mM) was associated with the non-soluble fraction of sperm extracts. Our results
indicate that boar sperm efficiently metabolize citrate and lactate through a metabolic

pathway regulated by LDH.

Key words: Boar spermatozoa. Citrate. Lactate. LDH. Energy metabolism
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1. INTRODUCTION

Following ejaculation, mammalian spermatozoa require a high energy supply.
Different metabolic substrates can be utilized by sperm to maintain their energy
requirements. Several authors have reported that boar sperm obtain energy, not only
from glucose and fructose (Jones, 1997; Jones and Connor, 2000; Marin et al., 2003),
but also from non-hexose compounds, such as lactate (Jones, 1997), pyruvate (Jones,
1997) and glycerol (Jones et al., 1992). The ability of boar sperm to utilize these non-
hexose substrates could allow them to increase their survival rate in conditions where
monosaccharide supply is limited. This metabolic strategy could play an important role
in the fertilizing ability of boar spermatozoa.

However, the utilization of energy substrates other than monosacchaides by boar
sperm is not well understood. It is worth noting that boar sperm display high glycolytic
rates (Marin et al., 2003). Whereas some metabolites, such as glycerol, can be utilized
through its incorporation into the glycolytic pathway, others, such as lactate, pyruvate
and citrate, are consumed by pathways other than glycolysis, such as the Krebs cycle.
Nevertheless, metabolomic studies have revealed that boar spermatozoa from fresh
ejaculates incubated in the presence of glucose have very low Krebs cycle flux rates
(Marin et al., 2003). This poses the question as to how boar spermatozoa from fresh
ejaculates utilize non-monosaccharide substrates as energy sources: either by an
activation of the Krebs cycle in the absence of sugars or by the entry of these
metabolites in metabolic pathways other than glycolysis or the Krebs cycle. This is an
important question, since a better understanding of these pathways could significantly
improve the strategies used for boar sperm cryostorage and also to extend the motile

lifetime of sperm in the female genital tract.
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The main aim of this study was to determine the efficiency of the utilization of two
non-monosaccharide energy substrates, citrate and lactate by boar sperm obtained from
fresh ejaculates. For this purpose, boar sperm were incubated in media containing
increasing concentrations of both substrates and their metabolic utilization monitored
using standard markers of energy metabolism, such as the rate of formation of
extracellular lactate and CO, and the intracellular levels of glucose 6-phosphate (G 6-P),
glycogen and ATP. Moreover, we determined the enzyme kinetics of total lactate
dehydrogenase (LDH) activity, as well as the subcellular localization of sperm-specific
LDH, since this enzymatic activity will control the entry of substrates into the Krebs
cycle and, subsequently, into other putative metabolic pathways. Our results show that
both citrate and lactate are utilized by boar sperm from fresh ejaculates through their
metabolization by the Krebs cyle, although citrate is also utilized by another pathway
that produces lactate as a subproduct. The energy utilization of both substrates induces
the formation of enough intracellular ATP levels to maintain motility and activate
sperm tyrosine phosphorylation (Tyr-Phos). In conclusion, one of the key controlling
steps of citrate and lactate utilization seems to be the modulation of LDH activity,
which appears to have a complex behavior, with mixed activities and a low sensitivity

range for lactate concentration.

2. MATERIALSAND METHODS
2.1. Semen Collection and Processing

Boar semen was obtained from 15 healthy, sexually mature boars from a commercial
farm (Servicios Genéticos Porcinos, S.L.; Roda de Ter, Spain). Boars were 6 White
Belgium, 5 Large White x Pietrain, 2 Pietrain and 2 Landrace, which were 2-3 years

old. The sperm-rich fraction of the ejaculates was manually collected and immediately
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placed in a water-bath at 37°C. The semen was immediately diluted to a concentration
of 2 x 10" spermatozoa/mL in a commercial extender for refrigerated semen (MR-A
extender. Kubus, S.A.; Majadahonda, Spain) and distributed in 100-mL commercial Al
doses. The concentrations of these doses were calculated by using a hemocytometer cell
chamber. Four of the obtained 100-mL doses were placed in a portable refrigerator at
16°C for approximately 90 min, which was the time required to arrive at the laboratory.
Here, samples were centrifuged at 600 xg for 10 min at 16°C in a temperature-
controlled centrifuge and were then resuspended in 50 mL of a Krebs-Ringer-Henseleit
medium without sugars at 16°C (KRH- medium; pH 7.4). The sperm was again
centrifuged at 600 xg for 10 min at 16°C and sedimented cells were agin resuspended in
50 mL of KRH- medium. The centrifugation-resuspension step was repeated once more,
in order to eliminate any remains of both seminal plasma and commercial extender. The
final, 50-mL sperm suspension was again centrifuged at 600 xg for 10 min at 16°C and
cells were finally resuspended in 2 mL of KRH- medium. At this moment, the
resuspended cells of all 4 Al doses were pooled, and they were further equally
distributed in open vials and incubated with continuous shaking at 37°C with or without
additions of citrate and lactate at the appropriate concentrations to the medium. When
stated, aliquots of the incubated sperm were taken and treated depending on the required
analysis. These treatments were the following:

To determine the percentages of viability and altered acrosomes, 30-uL aliquots were
taken and immediately stained by the Eosin-Nigrosin method (Bamba, 1988), following
Quintero-Moreno et al. (2004). The percentages of both viability and altered acrosomes
were established after counting 200-300 spermatozoa in each sample.

To determine the extracellular levels of both lactate and glucose, as well as the

intracellular content of G 6-P, glycogen and ATP, 250-uL aliquots of the sperm
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suspensions were taken and immediately centrifuged at 1000 xg for 1 min, and the
supernatants and cellular pellets obtained were separated and frozen immediately in
liquid N». Supernatants were utilized to determine lactate and glucose extracellular
levels, whereas pellets were treated to determine G 6-P, glycogen and ATP content.
Samples were stored at —80°C until analysis. In all cases, a separate 10-uL aliquot was
also collected for analysis of the total protein content of the sample.

For determination of G 6-P and ATP content, frozen cellular pellets were
homogenized by sonication in 300 uL of 10% (v/v) ice-cold HC1O4. Homogenates were
centrifuged at 10,000 xg for 15 min at 4°C, and the resultant supernatants were
neutralized with 5 M K,COj before analysis.

For determination of glycogen content, frozen pellets were homogenized by
sonication with 300 uL of ice-cold 30% (w/v) KOH and heated at 100°C for 15 min.
The obtained extracts were utilized for the analysis.

Whole, single, fresh Al boar sperm doses were centrifuged immediately at 600 xg for
10 min at 16°C to determine the total lactate dehydrogenase activity. The sperm pellet
was resuspended with 50 mL of KRH- medium, and the centrifugation-resuspension
step was repeated twice more in order to completely eliminate all substances included in
the medium that could affect kinetic properties of sperm lactate dehydrogenases. The
final, 50-mL sperm suspension was again centrifuged at 600 xg for 10 min at 16°C.
After this, supernatant was discarded, and the resultant cellular pellet was homogenized
by sonication with 500 pL of an ice-cold 10 mM Tris/HCI buffer (pH 7.4) containing
150 mM KCl, 0.6 M sucrose, | mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM benzamidine,
25 pg/mL  leupeptin and 50 mM [-mercaptoethanol (homogenation buffer).
Homogenized samples were centrifuged at 10,000 xg for 15 min at 4°C. Lactate

dehydrogenase activity was measured in the resultant supernatants and in the pellets,
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which were washed once in 500 uL of homogenation buffer in order to eliminate any
remaining activity associated with the supernatant. Finally, the washed pellets were
resuspended in 250 pL of homogenation buffer. Again, 10-uL aliquots of both
supernatants and resuspended pellets were taken to determine the total protein content
of the samples.

For determination of the rate of CO, production, 4 pooled Al doses were processed as
above, and 500-uL aliquots of the final sperm suspension in the KRH- medium were
incubated for 60 min at 37°C in stoppered vials in the presence of increasing
concentrations of both [U'*C]lactate or [1-5'*C] citrate. The total radioactivity count
added to each vial was about 640,000 in the case of [U'*C] lactate and about 430,000
cpm in the case of [1-5'*C] citrate. At the end of the incubations, a piece of filter paper
soaked with 200 pL phenethylamine was placed into each of the vials, avoiding direct
contact with the suspension. After the addition of 85 pL of 10% (v/v) HCIO4 to the
sperm suspension, the vials were gently shaken for another 30 min, and the radioactivity
in the filter paper was counted. Before addition of the radioactive material, a 10-pL
aliquot of the cell suspension was taken to determine total protein content.

2.2. Analytical Procedures

The G 6-P levels were determined enzymatically as in Michal (1984), and following
the modifications described in Rigau et al. (2002), in order to increase the precision of
the analysis.

The concentrations of L-lactate (Noll, 1984), glycogen (Ballester et al., 2000) and
ATP (Lambrecht and Trantschold, 1984) and the lactate dehydrogenase activity
(Wahlfeld, 1984) were determined by the cited enzymatic techniques. Extracellular
glucose levels were determined enzymically by using a commercial kit (GlucoQuant;

Boehringer Mannheim; Mannheim, Germany). All of these techniques, as well as that of
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G 6-P, were adapted to a Cobas Bio autoanalyzer (Roche Biomedical; Basel,
Switzerland).

Total protein content of the samples was determined by the Bradford method
(Bradford, 1976), using a commercial kit (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA)
2.3. Immunological Techniques

Western blot analyses were performed on boar spermatozoa that had been
homogenized by sonication in ice-cold 10 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4) containing 1%
(w/v) dodecyl sodium sulphate (SDS) and 1M Na,VO, (proportion 1:5, v/v) to avoid
changes in the overall phosphorylation status of the homogenates (Western buffer). The
samples were briefly boiled and were then centrifuged at 10,000 xg for 15 min at 4°C.
Western blot analysis was performed in both the resultant supernatants and the pellets,
which were washed once in 500 uL of Western buffer in order to eliminate any
remaining positive reaction associated with the supernatant. Finally, the washed pellets
were resuspended in 250 puL of Western buffer, and the subsequent resuspended pellets
were also utilized for the analysis. Finally, sperm homogenized in the presence of
Western buffer was also utilized without separation between supernatants and pellets by
centrifugation. The immunological analysis of the resultant total homogenates,
supernatants and resuspended pellets was based on SDS gel electrophoresis (Laemmli,
1970), followed by transfer to nitrocellulose (Burnett, 1981). The transferred samples
were tested with the antibodies at a dilution (v/v) of 1:1,000. Immunoreactive proteins
were tested using peroxidase-conjugated anti-rabbit secondary antibody (Amersham;
Little Chalfont, United Kingdom) and the reaction was developed with an ECL-Plus
detection system (Amersham).

Immunocytochemistry was performed with sperm cells seeded onto gelatin-coated

glass coverslips (10 mm x 10 mm). The spermatozoa were washed with phosphate-
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buffered saline (PBS; pH 7.4) and were fixed for 30 min in PBS containing 4% (w/v)
paraformaldehyde. The fixed samples were incubated with 1 mg/mL NaBH, in order to
eliminate autofluorescence, and blocked in 3% (w/v) bovine serum albumin in PBS.
The spermatozoa were then incubated with the anti-sperm lactate dehydrogenase
antibody at a dilution of 1:500 (v/v) for 5 h at 15°C-17°C, washed with PBS and treated
with a tetramethylrhodamine isothiocyanate (TRITC)-conjugated swine anti-rabbit
immunoglobulin (Dako; Glostrup, Denmark) Fluorescent images were obtained using a
Leica TCS 4D confocal scanning laser microscope (Leica Lasertechnik; Heidelberg,
Germany), adapted to an inverted Leitz DMIRBE microscope and an x63 (NA 1.4 oil)
Leitz Plan-Apo Lens (Leitz; Stuttgart, Germany). The light source was an argon/krypton
laser.

Dog spermatozoa used as control in some Western blot analyses were obtained from
healthy, sexually mature Beagle dogs from the “Servei d’Estabulari” of the
Autonomous University of Barcelona. These samples were processed in the same form
as those described above for boar spermatozoa.

2.4. Statistical Analyses

When stated, the putative significance of the differences was calculated by either two-
way ANOVA (in non-paired data) or by the Student’s test (in paired results).
2.5. Materials

Human anti-sperm-specific lactate dehydrogenase antibody was synthetized in the
laboratory of Dr. Goldberg. Anti-mouse phosphotyrosine (PY20) was from
Transduction Laboratories (Lexington, KY). [UMC] lactate and [1-514C] citrate were
purchased from Amersham. Citrate and L-lactate were obtained from Merck

(Darmstadt, Germany). All other reagents were of analytical grade and were supplied by
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Sigma (St. Louis, MO), Merck, BioRad (Hercules, CA) and EMS (Fort Washington,
PA).

3.RESULTS

3.1. Effect of Incubation with Citrate and Lactate in Percent Sperm Viability and
Acrosomal Status

Incubation of boar spermatozoa in a medium devoid of energy substrates resulted in a
progressive decrease in sperm viability from 78% at the start of incubation to 68% after
60 min of incubation (Figure 1A). Addition of 10 mM citrate and 10 mM lactate to the
medium did not modify this pattern (Figure 1A). Furthermore, sperm viability did not
change after 30 min incubation with increasing concentrations of both citrate and lactate
(Figure 1B).

In contrast, there was a time-dependent increase in the percent of sperm with
acrosomal alteration after the incubation in medium devoid of energy sources.
Acrosomal alteration increased from 14% at the start of incubation to 22% after 60 min
of incubation (Figure 1C). Addition of 10 mM citrate and 10 mM lactate did not
significantly modify this increase (Figure 1C). Incubation of boar spermatozoa for 30
min in the presence of increasing concentrations of citrate and lactate did not show any

significant effect on acrosomal status (Figure 1D).
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Figure 1

Figure 1. Time- and concentration-dependent effects of citrate and L-lactate on the
percentages of viability and altered acrosomes in fresh boar spermatozoa. A,C:
Spermatozoa were incubated in the absence (® ) or presence of 10 mM citrate (m) or 10
mM L-lactate (A) and, at the indicated times, aliquots were taken to determine the
percentages of viability (A) and altered acrosomes (C). B,D: Spermatozoa were
incubated for 30 min with increasing concentrations of citrate (®) or L-lactate (A) and
aliquots were taken to determine the percentages of viability (B) and altered acrosomes
(D). Results shown are means=S.E.M. for 8 separate experiments.

3.2. Effects of Incubation with Citrate in the Extracellular L-Lactate Levels
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Incubation of boar sperm in a medium devoid of energy substrates resulted in a very
low increase in extracellular L-lactate levels, which went from 0.21£0.01 pmol/mg
protein at the start of the incubation to 0.30£0.01 pumol/mg protein after 60 min of
incubation (Figure 2). Addition of 10 mM citrate induced a significant increase in
extracellular L-lactate levels, which reached values of 2.64+0.07 umol/mg protein after
30 min and of 3.16+0.03 pumol/mg protein after 60 min of incubation (Figure 2A). This
effect was dependent on the concentration of citrate used, since the maximal effect was
obtained after incubation with 10 mM citrate. It is noteworthy that citrate levels of 20
mM (2.18£0.04 umol/mg protein) and 50 mM (1.174£0.02 pmol/mg protein) induced L-
lactate levels after 60 min of incubation that were clearly lower than those obtained with
10 mM citrate (Figure 2B), thus indicating a possible toxic effect of citrate at
concentrations above 10 mM on boar spermatozoa. On the other hand, addition of 10
mM phenylacetic acid (PAA), a specific inhibitor of the pyruvate carboxylase
anaplerotic step (Bahl et al., 1997), to the medium almost completely prevented the
citrate-induced increase in extracellular L-lactate levels after 60 min of incubation
without a significant change in the percentages of viability and altered acrosomes

(Figure 2A and data not shown).
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Figure 2. Time- and concentration-dependent effects of citrate on the extracellular L-
lactate levels in fresh boar spermatozoa. A: Spermatozoa were incubated in the absence
of any energy substrate (® ) or in the presence of 10 mM citrate (®). Furthermore, cells
were also incubated with 10 mM citrate and 10 mM phenylacetic acid together (). At
the indicated times, aliquots were taken to determine the extracellular levels of L-
lactate. B: Spermatozoa were incubated for 60 min with increasing concentrations of
citrate (W) and aliquots were taken to determine the extracellular L-lactate levels.

Results shown are means+S.E.M. for 8 separate experiments.
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3.3. Effects of Incubation with L-Lactate and Citrate in the Intracellular Levels of
Glucose 6-Phosphate and Glycogen and in the Extracellular Glucose Levels

Boar sperm showed no detectable levels of G 6-P under any of the experimental
conditions used in this study. Likewise, extracellular glucose was not detected under
any of the experimental conditions (data not shown). On the other hand, sperm from
fresh semen samples showed intracellular glycogen values of 56.243.5 nmol glucose/mg
protein (Figure 3A). These values decreased to 41.8+1.1 nmol glucose/mg protein after
60 min of incubation in a medium without energy sources. Addition of either 10 mM
citrate or 10 mM lactate counteracted this decrease at the longest incubation times, with
glycogen levels reaching values of 57.3£3.9 nmol glucose/mg protein and 54.7+5.4
nmol/mg protein after 60 min of incubation with citrate and lactate, respectively (Figure
3A). Moreover, the effects of both citrate and lactate on intracellular glycogen levels
were also dose-dependent. Thus, maximal effect of both substrates was reached after
incubation for 60 min at a concentration of either 50 mM citrate or 50 mM lactate

(Figure3B).
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Figure 3. Time- and concentration-dependent effects of citrate and L-lactate on the
intracellular glycogen content in fresh boar spermatozoa. A: Spermatozoa were
incubated in the absence (® ) or presence of 10 mM citrate () or 10 mM L-lactate (A)
and, at the indicated times, aliquots were taken to determine the intracellular glycogen
levels. B: Spermatozoa were incubated for 60 min with increasing concentrations of
citrate (m) or L-lactate (A) and aliquots were taken to determine the intracellular

concentration of glycogen. Results shown are meanstS.E.M. for 8 separate

experiments.
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3.4. Effects of the Incubation with L-Lactate and Citrate in the I ntracellular Levels of
ATP

Intracellular levels of ATP in boar sperm were highly sensitive to the lack of external
energy sources. As shown in Figure 4A, ATP levels decreased from 9.2+1.2 nmol/mg
protein at the start of incubation to 1.6+0.4 nmol/mg protein after 60 min of incubation
in medium without citrate or lactate. Addition of both substrates induced a high and fast
increase in ATP levels, which reached maximal values after only 30 sec of incubation
with either 10 mM citrate or 10 mM lactate (Figure 4A). After this time period, ATP
levels progressively decreased, reaching values of 10.9+2.1 nmol/mg protein and
9.3+2.1 nmol/mg protein after 60 min of incubation with citrate or lactate, respectively
(Figure 4A). It is noteworthy that the ATP values after 60 min of incubation with both
citrate and lactate were much greater than those obtained after 60 min of incubation
without energy substrates.

There were also dose-dependent effects of citrate and lactate on intracellular ATP
levels. ATP concentration after 15 min of incubation increased with an increase in
citrate levels (Figure 4B). On the other hand, in the presence of 50 mM lactate ATP
values were lower (10.0+£0.8 nmol/mg protein) than those obtained with 10 mM lactate

(13.4£0.7 nmol/mg protein, see Figure 4B).
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Figure 4. Time- and concentration-dependent effects of citrate and L-lactate on the
intracellular ATP levels in fresh boar spermatozoa. A: Spermatozoa were incubated in
the absence (® ) or presence of 10 mM citrate (@) or 10 mM L-lactate (A) and, at the
indicated times, aliquots were taken to determine the intracellular ATP levels. B:
Spermatozoa were incubated for 15 min with increasing concentrations of citrate (®) or
L-lactate (A) and aliquots were taken to determine the intracellular concentration of

ATP. Results shown are meanstS.E.M. for 8 separate experiments.
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3.5. Effects of the Incubation with L-Lactate and Citratein CO, Production

The incubation of boar spermatozoa with increasing concentrations of ['*C]lactate
induced a dose-dependent increase in the extracellular levels of '*CO,, which reached
maximal values (48.1£6.7 nmol/mg protein) after 60 min in the presence of 50 mM
lactate (Figure 5). A similar, dose-dependent effect was observed after incubation with
['*C]citrate although in this case, at 1 mM citrate, CO, values were lower than those
obtained with lactate. At higher concentrations of citrate, CO, production reached

similar values to those of lactate (Figure 5).

CO, (nmol/mg proteinx 60 min)

0 5 10 20 50
[Substrate] (mM)

Figure 5

Figure 5. Concentration-dependent effects of citrate and L-lactate on the rhythm of CO,
production. Spermatozoa were incubated for 60 min with increasing concentrations of
citrate (m) or L-lactate (A) and aliquots were taken to determine the extracellular

formation of CO,. Results shown are means=S.E.M. for 8 separate experiments
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Figure 6

Figure 6. Kinetics of total lactate dehydrogenase activity in boar-sperm extracts. A:
Relationship between total lactate dehydrogenase activity and L-lactate concentration in
supernatants ( A) and resuspended pellets (L) from boar-spermatozoa extracts. B: Semi-
logarithmic representation between inverse values of total lactate derhydrogenase

activity and L-lactate concentrations in supernatants ( A) and resuspended pellets (1)
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from boar-sperm extracts. Lines show the apparent lactate dehydrogenase activity types
from supernatants (continuous line) and resuspended pellets (broken lines) revealed by
this representation. Results shown are meanstS.E.M. for 8 separate experiments.

3.6. Kinetic Behavior of Total Lactate Dehydrogenase Activity of Boar Spermatozoa
Supernatants and pellets obtained from boar-sperm homogenates showed very distinct
LDH kinetics. Supernatants showed a progressive increase in LDH activity in the
presence of lactate concentrations ranging from 0.1 mM to 50 mM, reaching maximal
values (102.2+£3.4 IU /mg protein) at 50 mM lactate (Figure 6A). On the contrary,
resuspended pellets showed lower LDH activity, and, in fact, there was no detectable
enzymatic activity at lactate concentrations of 0.05 mM-0.1 mM (Figure 6A). At higher
concentrations of lactate, LDH activity of resuspended pellets first showed a noticeable
increase between 0.5 mM and 1 mM of the substrate, and then a further, progressive
increase, reaching maximal values of activity (22.3£3.4 IU /mg protein) at 50 mM
lactate (Figure 6A).

The Lineweaver-Burke representation of LDH activity in both supernatants and
resuspended pellets also reflected their distinct kinetic behavior (see Figure 6B).
Whereas supernatants showed the presence of a single, linear LDH activity, with a
theoretically calculated Km of 0.51 mM, resuspended pellets resulted in the appearance
of two separate linear LDH activities. The first, at lactate concentrations of 0.5 mM-1
mM, with a theoretical Km of 15.0 mM, and the second, at lactate concentrations of 2
mM-50 mM, with a theoretically calculated Km of 5.9 mM (Figure 6B). However, it is
important to note that the first linear activity calculated in the resuspended pellets was
obtained from only 2 concentrations of substrate (there was no detectable LDH activity
below 0.5 mM lactate, as indicated above), and therefore, the theoretical Km can be

assumed only as an approximation, and possibly this kinetic line could be integrated
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into the other. In this case, the new, theoretical calculated Km for this integrated

kinetics is of 6.9 mM (data not shown).
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Figure 7. Western blot against sperm-specific LDH in boar spermatozoa extracts. The
Figure shows a representative Western blot obtained from supernatants (s), resuspended
pellets (p) and total extracts (h) from dog (DOG) and boar (BOAR) homogenates
obtained from fresh samples. MW: Molecular weights. The total number of independent

replicates for this Western blot was 5.
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3.7. Determination of the Presence of an Sperm-Specific Type of LDH in Boar Sperm
The existence of a sperm-specific type of LDH has been determined by other authors in
boar (Coronel et al., 1983; Jones, 1997). Therefore, the presence of this isoform in boar,
and dog spermatozoa was tested using a specific antibody. Western blot analysis from
both boar and dog extracts clearly showed the presence of a specific band of about 35
Kda, which matches to that published before in human (Gupta and Kang, 2000, see
Figure 7). It is noteworthy the the sperm-specific LDH band was found in both
supernatants and resuspended pellets (Figure 7). On the other hand,
immunocytochemical analysis using the same antibody on boar sperm showed a
positive reaction located in the principal piece of the tail, with a very weak signal in the
midpiece (Figure 8), indicating that the sperm-specific type of LDH is mainly located in
the principal piece of boar spermatozoa.
3.8. Effects of the Incubation with L-Lactate and Citrate in the Tyrosine-
Phosphorylation Pattern

As shown in Figure 9A, the Tyr-Phos pattern of whole boar extracts shows a specific
pattern, with a major band at about 45 Kda (Figure 9) Incubation with 10 mM citrate
and 10 mM lactate induced a noticeable increase in the intensity of all bands, especially,
the 45 Kda band. Notwithstanding, there were no significant changes in the specific

Tyr-Phos pattern, regardless changes in the intensity of the bands (Figure 9).
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Figure 8. Immunocytochemistry of boar, sperm-specific lactate dehydrogenase. The
Figure shows representative images of boar spermatozoa immunolocalized against
sperm-specific lactate dehydrogenase. A: Negative control. B: Cells from fresh, control
samples. The total number of independent replicates for this experiment was 5. Images
have a multiplication factor of 75. Arrows indicate principal piece of the tails, whereas

asterisks indicate sperm heads.
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Figure 9. Tyrosine phosphorylation pattern of boar spermatozoa incubated with 10 mM
citrate or 10 mM L-lactate. Aliquots were collected at the indicated times to determine
the tyrosine phosphorylation pattern after a Western blot analysis against an anti-mouse
phosphorylated tyrosine antibody. The amount of total protein analyzed in each lane
was 30 pg. The Figure shoes a representative Western blot from 5 independent
replicates. C-: Samples incubated without energy substrates. CITRATE: Cells incubated
with 10 mM citrate. LACTATE: Sperm incubated with 10 mM L-lactate. MW:

Molecular weights.

165



4. DISCUSSION

Our results show that boar sperm from fresh ejaculates efficiently utilize citrate and
lactate as the sole energy sources in the absence of other energy substrates, as reflected
by the increase in intracellular ATP levels induced by both substrates. This utilization,
which has already been described (Calvin and Tubbs, 1978; Jones, 1997), takes place
mainly through the Krebs cycle, as the rate of CO; production shows. This assertion is
reinforced by the fact that the inhibition of the pyruvate carboxylase anaplerotic step
prevents the extracellular formation of lactate from citrate, thus indicating that citrate is
metabolized through the Krebs cycle, and that one of its final products is lactate, as well
as CO,. Furthermore, our results also indicate that metabolization of both lactate and
citrate maintains ATP intracellular levels within limits that are equal to those found in
freshly obtained spermatozoa. This suggests that both lactate and citrate could be
utilized by boar spermatozoa to maintain their basic functions in the absence of other
exogenous substrates that would be a greater energy potential, such as glucose or
fructose (Jones and Connor, 2000; Marin et al., 2003). Thus, the metabolic strategy of
boar spermatozoa is designed to maximize efficiency based on the possible exogenous
and endogenous substrates found in the male and female genital tract.

In a previous report, Jones indicated that lactate enters the Krebs cycle through a
direct pathway which does not need its conversion to pyruvate (Jones, 1997). Moreover,
this direct pathway not only produces energy but also reductive potential, allowing to
regenerate NAD" (Jones, 1997). Our results are in agreement with this observation, as
shown not only by the results of energy parameters but also by those involving general-
function characteristics, such as percent sperm viability, acrosomal status and sperm
motility. In addition, the results observed on citrate metabolization could be interpreted

in the same way. Thus, citrate utilization could be accomplished through two pathways:
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(1) by a direct metabolization through the Krebs cycle, which will yield CO, and ATP;
and (ii) by an indirect pathway, which will follow two steps: the first one involving the
entry of citrate into the Krebs cycle, and the second involving the passing of the Krebs
cycle, citrate-derived metabolites through the pyruvate carboxylase step and the further
formation of lactate, which, in turn, will be sent to the extracellular medium and again
re-entering into the Krebs cycle through the LDH step. At first glance, the exact
meaning for this complicated utilization of citrate can not be immediately understood.
However, if we consider that the maintenance of the precise NAD/NADH intracellular
equilibrium is of paramount importance to stabilize sperm function (Baker and Aitken,
2004), the lactate-derived citrate can be basic in order to re-establish this equilibrium,
and, in this manner, citrate can be utilized not only as an energy source but also as a
feasible system to stabilize the redox equilibrium of boar spermatozoa in these
condtions.

The above described complex mechanisms of lactate and citrate metabolism highlight
the importance that the control of LDH activity has in boar spermatozoa. Since LDH
catalyzes the entry of lactate into the Krebs cycle, a complex regulation would be
needed to finely modulate both lactate and citrate metabolism. In this regard, it is
noteworthy that mammalian sperm has a specific LDH isoform, which has been
described in several species (Coronel et al., 1983; Pan et al., 1983; Pawloswski and
Brinkmann, 1992; Jones, 1997). In the specific case of boar sperm, it has been shown
that the sperm-specific LDH isoform is the most important form found, and therefore it
has been postulated that this isoform is the most important one to regulate lactate
metabolism in these cells (Jones, 1997). The results of the immunocyochemical analysis
are in agreement with this postulate, since we also found a sperm-specific LDH isotype

in boar sperm, which is located mainly at the principal piece of the tail. Nevertheless,
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the kinetics study indicates that boar-sperm LDH activity presents a more complex
behavior than that expected for a single isoform. Thus, we found a major LDH activity
with a high affinity for lactate (the estimated Km was of 0.51 mM). This activity could
correspond to that associated with the sperm-specific LDH isoform, since this is
practically the only one found by immunocytochemical techniques in boar sperm
(Jones, 1997). Our results also indicate that the activity associated with this enzyme was
the greatest in these cells. It is also noteworthy that the major LDH kinetic was present
in the sperm soluble fraction, thus indicating that the protein responsible for this activity
was either free or loosely linked to the non-soluble sperm structures, such as the
axoneme, mitochondria or nucleus. We also found, at least, another minor enzyme
kinetic, with a lower affinity for lactate (the estimated Km was either of 5.9 mM or 6.9
mM) and closely associated with some unidentified non-soluble sperm structures, since
this enzyme kinetic was only developed in the resuspended pellets from boar-sperm
extracts. On the other hand, the presence of more than one kinetic activity does not
necessarily preclude the presence of more than one protein which catalyzes this activity.
In fact, the detection of a specific reaction against the anti-sperm-specific LDH antibody
in the resuspended pellets supports the hypothesis that boar sperm has a single LDH
isoform which changes its kinetic activity depending on its association with some sperm
structures. In this way, the LDH protein which either free or loosely associated with the
axoneme, nucleus or mitochondrial sheath would present a kinetic behavior different
from the same protein closely associated to some of these structures. Changes in the
activity of a protein depending on changes in its cellular location have been described in
systems such as dog sperm, where the glycogen synthase modifies its activity, at least

partially, by spatial changes after activation through incubation with both glucose and
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fructose (Palomo et al., 2003). Thus, a similar mechanism could explain the results
observed in boar-sperm LDH.

In any case, having one single or two separate LDH proteins the functional result is
the presence of at least two separate kinetic LDH activities in boar spermatozoa. In fact,
the presence of more than one kinetic activity for a single enzyme is not uncommon in
eucaryotic cells. Focusing on sperm energy metabolism, we found this phenomenon
with hexokinase in dog (Fernandez-Novell et al., 2004) and with hexose transporters
such as GLUT 3, GLUT 5 and SGLT-family related proteins in several mammalian
species (Angulo et al., 1998; Rigau et al., 2002). The case of hexokinase in dog sperm
can serve to understand boar LDH, since we also found two different hexokinase
kinetics, one with a very high affinity for glucose, and another one with a much lower
affinity, which were also located in separate fractions of cell extracts (Fernandez-Novell
et al.,, 2004). The existence of two activities with very different Km for the same
substrate can be explained from a regulatory point of view. Thus, this system is
employed by the liver and pancreas to control and detect extracellular glucose content
variations in order to adapt their energy and insulin metabolism to these changes
(Cardenas et al., 1998), and a similar role has been proposed for the separate
hexokinases in dog sperm (Fernandez-Novell et al., 2004). According to this, the
presence of a high-Km LDH activity can act as a sensitive sensor of changes in lactate
levels, which, in turn, will optimize the use of this substrate depending on both the
concentration and the original source of this energy substrate.

Our results indicate that both citrate and lactate induce activation of boar-sperm
function. This can be inferred by the observed increase in the intensity of tyrosine
phosphorylation that followed the incubation with both substrates. It is noteworthy that

this increase is generic, without any citrate- or lactate-specific increase of a specific
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band. This implies that the overall increase in tyrosine phosphorylation is the result of a
lactate- and citrate-induced increase in energy supplies more than a specific effect of
substrates in the activation of a specific tyrosine kinase. This result is different from that
observed with other species and substrates, such as dog sperm incubated with glucose or
fructose (Rigau et al., 2002). However, the lack of a specific, lactate- or citrate-induced
effect on tyrosine phosphorylation is not very surprising, and the observed overall
increase can be related to the concomitant increase in intracellular ATP levels observed
after incubation with the effector. Thus, our results show that both citrate and lactate
cause an activation of overall sperm function in boar sperm by a mechanism related to
the concomitant increase on ATP levels induced by the utilization of both substrates.

In conclusion, the results of the present study indicate boar sperm efficiently
metabolize citrate and lactate through a metabolic pathway regulated by LDH in order
to obtain sufficient energy to maintain and even increase overall boar sperm function.

This LDH activity shows two distinct activities with different affinities for lactate.
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RESUMEN

La incubacion de espermatozoides de cerdo en un medio de Krebs-Ringer-Henseleit
basico adicionado con lactato o citrato a concentraciones de 10 mM provoco en ambos
casos un rapido aumento en los niveles intracelulares de ATP que alcanzo6 un pico tras
solo 30 segundos de incubacion. La utilizacion de citrato y lactato inducia también la
salida de CO; al medio extracelular indicando que ambos sustratos fueron
metabolizados a través del ciclo de Krebs. La incubacion con citrato generd lactato
extracelular. La formacion de lactato a partir de citrato se inhibia si se anadia al medio
acido fenilacético. Esta inhibicion indica que el lactato se produce por una via
relacionada con la actividad piruvato carboxilasa. Por otra parte, también se pudo
observar un incremento significativo en la fosforilacion de proteinas en residuos de
tirosina tras la incubacion tanto con lactato como con citrato. Los espermatozoides de
cerdo presentan una isoforma especifica del enzima lactato deshidrogenasa (LDH), que
se localiza principalmente en la pieza principal de la cola. Los estudios de cinética
enzimatica mostraron que los espermatozoides porcinos tienen, pro lo menos, dos
actividades diferentes relacionadas con la LDH. La actividad més intensa (con una Km.
estimada de 0,51mM) se localiza en el sobrenadante de los extractos espermaticos,
mientras que la menos activa (con una Km. estimada de 5.9mM) aparece en la fraccion
no soluble de los extractos espermaticos. Todos estos resultados indican que los
espermatozoides de cerdo metabolizan eficazmente el citrato y el lactato a través de una
via metabolica regulada por la LDH y dependiente de los niveles intracelulares de ATP.
1. INTRODUCCION.

Los espermatozoides de mamifero necesitan un gran aporte energético tras la
eyaculacion. De hecho, diferentes sustratos pueden ser utilizados por los

espermatozoides para satisfacer sus requerimientos energéticos. Diversos autores han
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descrito que el espermatozoide de cerdo obtiene energia no solo de la glucosa y la
fructosa (Jones, 1997; Jones y Connor, 2000; Marin et al., 2003), sino también de
compuestos diferentes a las hexosas, tales como lactato (Jones, 1997), piruvato (Jones,
1997) y glicerol (Jones et al., 1992). La capacidad del espermatozoide de cerdo para
utilizar estos sustratos diferentes a las hexosas podria permitirle aumentar sus
posibilidades de supervivencia en condiciones en las que el suministro de
monosacaridos se encuentra limitado. Por lo tanto, la estrategia metabolica de
utilizacion de muy diferentes sustratos energéticos podria jugar un papel importante en
la capacidad fertilizante del espermatozoide de cerdo.

Sin embargo, los mecanismos de utilizacion de sustratos diferentes a los monosacaridos
por parte de los espermatozoides de cerdo no son bien conocidos. En este sentido, cabe
destacar la elevada tasa glucolitica que presenta el espermatozoide de cerdo (Marin et
al., 2003). Este hecho es de importancia si consideramos que algunos metabolitos, como
el glicerol, pueden utilizarse a través de su incorporacion a la via glucolitica, mientras
que otros, como el lactato, el piruvato y el citrato, son utilizados a través de una via
diferente de la glucdlisis, como el ciclo de Krebs. No obstante, los estudios
metabolomicos han revelado que el espermatozoide de cerdo recién eyaculado,
incubado en presencia de glucosa tiene un flujo muy bajo a través del ciclo de Krebs
(Marin et al.,, 2003). Este hecho abre la interrogante acerca de coémo los
espermatozoides de cerdo recién eyaculados utilizan sustratos no monosacaridos y no
metabolizables a través de la glucolisis como fuentes de energia, bien sea por una
activacion previa del ciclo de Krebs en ausencia de aztcares o bien por la utilizacion de
otra via metabolica diferente de la glucolisis o el ciclo de Krebs. Esta es una cuestion

importante, ya que su resolucion permitiria entender otros aspectos tales como, las
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estrategias utilizadas por el espermatozoide porcino para mantener de forma 6ptima su
funcionalidad dentro del tracto genital de la hembra.

El objetivo principal de este estudio ha sido determinar la eficacia en la utilizacion de
dos sustratos no monosacaridos, citrato y lactato por parte de los espermatozoides de
cerdo obtenidos de eyaculados frescos. Para ello, los espermatozoides de cerdo se
incubaron en medios que contenian concentraciones crecientes de ambos sustratos y su
utilizacion metabolica fue analizada mediante el uso de parametros clasicos del
metabolismo energético, como el ritmo de formacion de lactato y CO, extracelulares y
los niveles intracelulares de glucosa 6-fosfato (G6-P), glucogeno y ATP. Ademas,
también se determiné la cinética enzimatica de la actividad lactato deshidrogenasa total
(LDH), asi como la localizaciéon intracelular de la LDH especifica de espermatozoide,
puesto que esta actividad controla la entrada de sustratos al ciclo de Krebs y a partir de
aqui a otras vias metabolicas alternativas. Nuestros resultados muestran que tanto el
citrato como el lactato son utilizados por los espermatozoides de cerdo siendo
metabolizados a través del ciclo de Krebs, si bien el citrato también es utilizado por otra
via que produce lactato como subproducto metabolico. La utilizacion energética de
ambos sustratos induce la formacion de niveles elevados de ATP intracelular, los cuales
son suficientes para mantener la motilidad y activar la fosforilizacion en residuos de
tirosina (Tyr-phos). En conclusion, uno de los puntos clave en el control de la
utilizacion del citrato y el lactato parece ser la actividad LDH, la cual presenta un
comportamiento complejo, con la presencia de diferentes actividades de caracteristicas

muy diferentes y ademas muy sensibles a bajas concentraciones de lactato.
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2. MATERIALESY METODOS.

2.1. Recogida de semen y procesado de las muestras.

El trabajo se llevd a cabo a partir de dosis seminales de 15 cerdos sanos y sexualmente
maduros pertenecientes a una granja comercial (Servicios Genéticos Porcinos, S.L.;
Roda de Ter, Espana). Los cerdos eran de las siguientes razas: 6 Blancos Belgas, 5
Large White x Pietrain, 2 Pietrain y 2 Landrace, teniendo todos ellos entre 2 y 3 afios de
edad. La fraccion del eyaculado rica en espermatozoides se recogia manualmente e
inmediatamente se depositaba en un bafio termostatizado a 37 °C. Seguidamente, el
semen se diluia hasta una concentracion final de 2 x 107 espermatozoides/mL calculada
mediante una cédmara hemocitométrica en un diluyente comercial para semen
refrigerado (diluyente MR-A. Kubus, S.A.; Majadahonda, Espafia) y se dividia en dosis
comerciales de 100mL destinadas a la IA. Cuatro de estas dosis fueron colocadas en un
refrigerador portatil a 16° C durante 90 minutos, que era el tiempo requerido para llegar
al laboratorio. Una vez allé, las muestras se centrifugaron a 600g durante 10 minutos a
16° C en una centrifuga de temperatura controlada y fueron resuspendidas en 50 mL de
medio de Krebs-Ringer-Henseleit libre de aztcares a 16 °C (medio KRH-; pH 7,4). Los
espermatozoides fueron centrifugados nuevamente a 600g durante 10 minutos a 16 °Cy
el sedimento celular fue resuspendido otra vez en 50 mL de medio KRH-. El proceso de
centrifugacion y resuspension se repitio una vez mas para eliminar cualquier resto del
plasma seminal y/o del diluyente comercial. Finalmente, los 50 mL de suspension de
espermatozoides se centrifugaron de nuevo a 600g durante 10 minutos a 16 °C y las
células espermaticas fueron finalmente resuspendidas en 2 mL de medio KRH-. En este
momento, las células de las cuatro dosis de TA fueron agrupadas y distribuidas
equitativamente en tubos abiertos, que se colocaron a 37 °C. En estos tubos se llevaron

a cabo las incubaciones con células en medio KRH- al cual se le afnadia citrato o lactato
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en las concentraciones estudiadas. Después se tomaron alicuotas del semen incubado a
los tiempos indicados en el estudio, dependiendo del analisis requerido. Una vez
tomadas, las alicuotas fueron procesadas de manera especifica, segun el pardmetro a
analizar. Las diferentes técnicas de procesamiento llevadas a cabo fueron las siguientes:
Para determinar los porcentajes de viabilidad y acrosomas alterados, se tomaron
alicuotas de 30 pL que inmediatamente se tifieron mediante la técnica de Eosina-
Nigrosina (Bamba, 1988; modificado por Quintero-Moreno, 2004). Los porcentajes de
viabilidad y acrosomas alterados fueron establecidos después de contar 200-300
espermatozoides en cada muestra.

Para determinar los niveles extracelulares de lactato y glucosa, asi como el contenido
intracelular de G 6-P, glucdégeno y ATP, alicuotas de 250uL de la suspension de
espermatozoides fueron centrifugados inmediatamente a 1000g durante 1 minuto. El
sobrenadante y el sedimento celular obtenidos fueron separados y congelados
inmediatamente en N, liquido. El sobrenadante fue utilizado para determinar los
niveles extracelulares de lactato y de glucosa, mientras que los sedimentos se trataron
para determinar el contenido de G 6-P, glucogeno o ATP. Las muestras fueron
almacenadas a —80 °C hasta el momento de su analisis. En todos los casos se tomaron
alicuotas de 10uL antes del analisis, para la determinacion de la proteina total de la
muestra.

Para la determinacion de G 6-P y contenido de ATP, los sedimentos celulares
congelados fueron homogenizados por sonicaciéon con 300puL de HCIO4 al 10% (v/v) a
4°C. Los homogenizados obtenidos se centrifugaron a 10000g durante 15 minutos a

4°C, y el sobrenadante resultante fue neutralizado con K,COs, 5M antes del anélisis.
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Para la determinacion del contenido de glucogeno, el sedimento celular congelado fue
homogenizado por sonicacion con KOH al 30 % (p/v) y luego calentado a 100 °C
durante 15 minutos. Los extractos asi procesados fueron utilizados para el analisis.
Dosis individuales comerciales para Al de 100 mL enteras fueron centrifugadas a 600g
durante 10 minutos a 16 °C para determinar la actividad LDH total. El sedimento
espermatico fue resuspendido con 50 mL de medio KRH-, y el proceso de
centrifugacion/resuspension se repitio dos veces mas para completar la total eliminacion
de todas las sustancias incluidas en el medio que pudieran afectar las propiedades
cinéticas de la LDH espermatica. Finalmente, la suspension de espermatozoides se
centrifugd de nuevo a 600g durante 10 minutos a 16°C. Tras ello, el sobrenadante se
desechd, y el sedimento celular resultante fue homogenizado por sonicacién con 500uL
de un tampon 10mM Tris/HCl a 4°C (pH 7,4) conteniendo 150 mM de KCI, 0,6 M de
sacarosa, 1| mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo, I mM de benzamidina, 25 pg/mL de
leupeptina y 50 mM de B-mercapto etanol (tampén de homogenizacion). Tras la
homogenizacion, las muestras se centrifugaron a 10000g durante 15 minutos a 4°C. La
actividad LDH fue determinada tanto en el sobrenadante como en el sedimento
resultante. Para la determinacion en el sedimento, éste fue lavado una vez con 500uL de
tampon de homogenizacion para eliminar cualquier resto de actividad LDH asociada
con el sobrenadante. Los sedimentos asi lavados se resuspendian en 250uL de tampon
de homogenizacion, determinandose aqui la actividad LDH. De nuevo, fueron tomadas
alicuotas de 10uL tanto del sobrenadante como del sedimento resuspendido para
determinar el contenido total de proteina de las muestras.

Para determinar el ritmo de produccion de CO,, se procesaron 4 de dosis de [A y se
combinaron tal y como se ha descrito anteriormente. Alicuotas de 500uL de la

suspension resultante de espermatozoides en medio KRH- fueron incubadas durante 60
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minutos a 37°C en tubos cerrados en presencia de concentraciones crecientes de [u'c]
lactato o [1-5'*C] citrato. La cantidad de radioactividad agregada en cada envase fue
de aproximadamente de 640000 cpm en el caso de [U'*C] lactato y de aproximadamente
430000 cpm en el caso del [1-5'*C] citrato. Al final de las incubaciones, un trozo de
papel de filtro empapado con 200 pL de feniletilamina se colocd en cada uno de los
envases, evitando cuidadosamente el contacto directo con la suspension. Antes de
agregar el material radiactivo, una alicuota de 10 puL de suspension celular fue tomada
para determinar la cantidad total de proteina.

2.2. PROCEDIMIENTOS ANALI TICOS.

Los niveles intracelulares de G 6-P se determinaron mediante la técnica enzimatica
descrita por Michal (1984), y siguiendo las modificaciones hechas descritas en Rigau et
al. (2002), para aumentar la precision del analisis.

Las concentraciones de L-lactato (Noll, 1984), glucogeno (Ballester et al., 2000),
ATP (Lambrecht y Transchold, 1984) y la actividad lactato deshidrogenasa (Wahlfeld,
1984) fueron determinadas mediante las técnicas enzimaticas citadas. Los niveles de
glucosa extracelular fueron determinados enzimaticamente usando un kit comercial
(GlucoQuant; Boehringer Mannhein; Mannhein, Alemania). Todas estas técnicas, asi
como la de determinacion de G 6-P, se adaptaron a un autoanalizador centrifugo Cobas-
Bio (Roche biomedical; Basel, Suisa).

El contenido total de proteina de las muestras se determind mediante el método de
Bradford (Bradford, 1976), usado un reactivo comercial (laboratorios Bio-Rad,
Hércules, CA).

2.3. TECNICAS INMUNOLOGICAS.

Se realizaron andlisis de Western blot en espermatozoides de cerdo que habian sido

homogenizados mediante sonicacion con tampon Tris-HCI a 4°C (pH 7,4). Este tampon
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contenia ademas 1% (p/v) de dodecil sulfato de sodio (SDS) y Na,VO; 1M (en
proporcion 1:5, v/v) para evitar cambios en el estado general de fosforilizacion global
del homogenizado (Tampon Western). Las muestras fueron brevemente hervidas y se
centrifugaron luego a 10000g durante 15 minutos a 4°C. El andlisis del Western blot se
realiz6 en el sobrenadante resultante y en el sedimento, el cual fue lavado una vez con
500 pL de tampon Western para eliminar cualquier reaccidn positiva remanente
asociada con restos de sobrenadante. Finalmente, el sedimento lavado fue resuspendido
en 250 puL de tampdén Western, y el resuspendido resultante fue a su vez utilizado para
el analisis. Finalmente, el homogenizado espermatico total también se utiliz6 sin la
separacion entre el sobrenadante y el sedimento por centrifugacion. El analisis
inmunologico de tanto los homogenizados totales, los sobrenadantes y los sedimentos
resuspendidos se llevd a cabo mediante una electroforesis en gel de acrilamida
(Laemmli, 1970), seguido por transferencia a una matriz de nitrocelulosa (Burnett,
1981). Las muestras transferidas fueron incubadas con los anticuerpos a una dilucion de
1:1000 (v/v). La presencia de proteinas inmunoreactivas se detecté mediante el uso de
anticuerpos secundarios especificos anti-suero de conejo conjugados con peroxidasa
(Amersham; Little Chalfont, Reino Unido), revelandose la reaccion mediante un
sistema de deteccion ECL-Plus (Amersham).

La inmunocitoquimica frente a la LDH especifica de espermatozoide se realizd sobre
células esparcidas sobre portaobjetos de vidrio cubiertos de gelatina (10mmx10mm).
Los espermatozoides fueron lavados con tampoén fosfato salino (PBS; pH 7,4) y se
fijaron con 4% (p/v) de paraformaldehido en PBS. Las muestras fijadas se incubaron
primero con 1 mg/mL de N,BH4 en PBS para eliminar la autofluorescencia, llevandose
a cabo luego un bloqueo en 3% (p/v) de albumina sérica bovina en PBS. Los

espermatozoides fueron incubados entonces con el anticuerpo anti-LDH espermatica a
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una dilucion 1:500(v/v) durante 5 horas a temperatura entre 15°C-17°C. Tras la
incubacion, las muestras se lavaron con PBS y seguidamente se post-incubaron con un
anticuerpo secundario de inmunoglobulinas de cerdo anti-conejo conjugado con
isotiocianato de tetractilrthodamina (TRITC; Dako; Glostrup, Dinamarca) Las imagenes
fluorescentes fueron obtenidas utilizando un microscopio confocal de rastreo laser Leica
TCS4D (Leica Lasertecnik; Heindelberg, Alemania), adaptado a un microscopio Leitz
DMIRBE invertido y con una lente de 63x (NA 1.4 aceite) Leitz Plan-Apo (Leitz;
Stuttgart, Alemania). La fuente de luz fue un laser de argon/cripton.

Los espermatozoides de perro utilizados como controles en algunos Western blot fueron
obtenidos de perros de raza Beagle pura sanos y sexualmente maduros del “Servei
d’Estabulari” de la Universidad Auténoma de Barcelona. Estas muestras fueron
procesadas en la misma forma descrita anteriormente para los espermatozoides de
cerdo.

2.4. ANALISISESTADISTICO.

En los casos oportunos, las posibles diferencias significativas entre resultados se
analizaron mediante dos vias alternativas: o bien mediante un analisis ANOVA (caso de
datos no pareados), o bien mediante el test de la t de Student (caso de datos pareados).
2.5. MATERIALES.

El anticuerpo contra la LDH especifica de espermatozoide humano fue fabricado en el
laboratorio de Dr. Erwin Goldberg (NorhtWestern University; USA). El anticuerpo
contra los residuos fosfotirosina provenia de raton (PY20; Transduction Laboratories;
Lexington, KY). El lactato [U*C] y el citrato [1-5"C] se compraron a la firma
Amersham. El citrato y el L-lactato eran de Merck (Darmstadt, Alemania). El resto de
los reactivos eran de calidad P.A. y fueron proporcionados por Sigma (St. Louis, MO),

Merck, BioRad (Hercules, CA) y EMS (Fort Washington, PA).
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3. RESULTADOS

3.1. Efecto de la incubacion con citrato y lactato sobre e porcentaje de viabilidad
espermaticay €l estado de los acrosomas.

La incubacion de espermatozoides de cerdo en un medio desprovisto de sustratos
energéticos provoco una progresiva disminucion de la viabilidad espermatica, que paso
de un 78% al inicio de la incubacién hasta un 68% a los 60 minutos de incubacion
(Figura 1A). La adicion de citrato 10mM o citrato 10mM al medio no modificod este
patron (Figura 1A). Ademas, la viabilidad no cambi6 tras 30 minutos de incubacién con
concentraciones crecientes de citrato o lactato (Figura 1B).

Por otra parte, se apreci6 un aumento en el porcentaje de espermatozoides con
alteraciones acrosomales tras incubarlos en un medio desprovisto de fuentes de energia.
Las alteraciones acrosomales se incrementaron desde un 14% al inicio de la incubacion
hasta un 22% tras 60minutos (Figura 1C). La adicién de 10 mM de citrato o 10 mM de
lactato no modificé de manera significativa este incremento (Figura 1C). La incubacion
de espermatozoides de cerdo durante 30 minutos en presencia de concentraciones
crecientes de citrato y lactato tampoco indujo ningun efecto significativo sobre el

eestado acrosomal (Figura 1D).
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Figura 1. Efecto dependiente del tiempo y la concentracion del citrato y el L-lactato
sobre los porcentajes de viabilidad y acrosomas alterados en espermatozoides frescos de
Cerdo. A,C: Los espermatozoides fueron incubados en ausencia (® ) o en presencia de
10 mM de citrato (@) o de 10 mM L-lactato (A) y, a los tiempos indicados, se tomaron
alicuotas para determinar los porcentajes de viabilidad (A) y acrosomas alterados (C).
B,D: Los espermatozoides fueron incubados por 30 minutos con concentraciones
crecientes de citrato (®) o de L-lactato ( A) y alicuotas se tomaron para determinar los
porcentajes de viabilidad (B) y acrosomas alterados (D). Los resultados muestran las
medias+S.E.M. de 8 diferentes experimentos.

3.2. Efecto de la incubacion con citrato en los niveles de L-lactato extracelular.
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La incubacion de espermatozoides de cerdo en un medio desprovisto de sustratos
energéticos produjo un incremento muy pequefio de los niveles extracelulares de L-
lactato, que fue desde 0,21 £0,01 pmol/mg de proteina al inicio de la incubacion hasta
0,30+0,01 umol/mg de proteina tras 60 minutos de incubacion (Figura 2). La adicion de
10mM de citrato indujo un incremento significativo en los niveles extracelulares de
lactato, que alcanzo6 valores de 2,64+0,07 umol/mg de proteina a los 30 minutos de
incubaciéon y 3,16+0,03 umol/mg de proteina tras 60 minutos de incubacion (Figura
2A). Este efecto fue dependiente de la concentracion de citrato utilizada, observandose
que el efecto maximo aparecia a una concentracion de 10mM. Hay que destacar el
hecho que concentraciones de citrato de 20mM (2,18+0,04 umol/mg de proteina) y
50mM (1,17+0,02pmol/mg de proteina) indujeron niveles de L-lactato tras 60 minutos
de incubacion que fueron claramente mas bajos que los obtenidos con 10 mM de citrato
(Figura 2B), Esto indica un posible efecto toxico del citrato a concentraciones por
encima de 10 mM en espermatozoides de cerdo. Por otro lado, la adicion de 10 mM de
acido fenilacético (PAA), un inhibidor especifico de la actividad anapletorica piruvato
carboxilasa (Bahl et al, 1997), al medio con citrato contrarrestd de forma practicamente
total el aumento en los extracelulares de L-lactato inducido por el citrato sin un cambio
significativo en los porcentajes de viabilidad y de acrosomas alterados (Figura 2A y

datos no mostrados).
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Figura 2. Efecto dependiente del tiempo y la concentracion del citrato sobre los niveles
extracelulares de L-lactato en espermatozoides frescos de cerdo. A: Espermatozoides
fueron incubados en ausencia de cualquier sustrato energético (e ) o en la presencia de
10 mM de citrato (m). Ademas, células fueron también incubadas con 10 mM de citrato
y 10 mM acido fenilacetico juntos ([1). A los tiempos indicados, se tomaron alicuotas
para determinar los niveles extracelulares de L-lactato. B: Los espermatozoides fueron
incubados por 60 minutos con crecientes concentraciones de citrato (M) luego se
tomaron alicuotas para determinar los niveles extracelulares de L-lactato. Los resultados

muestran las medias+S.E.M. de 8 diferentes experimentos.
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3.3. Efectos de la incubacién con L-lactato y citrato sobre las concentraciones
intracelulares de glucosa 6-fosfato y de glucdgeno y los niveles extracelulares de
glucosa.

Los espermatozoides de cerdo no mostraron niveles detectables de G 6-P bajo ninguna
de las condiciones utilizadas en este estudio. Igualmente, no se detect6 la presencia de
glucosa extracelular en ninguna de las condiciones experimentales de este estudio
(datos no mostrados). Por otro lado, los espermatozoides de las muestras de semen
frescas tenian una concentracion intracelular de glucogeno de 56,2+3,5 nmol
glucosa/mg de proteina (Figura 3A). Estos valores decrecian hasta 41,8+1,1 nmol de
glucosa/mg de proteina tras 60 minutos de incubacion en un medio carente de sustratos
energéticos. La adicion de de tanto citrato 10 mM como lactato 10 mM neutralizé este
descenso a lo largo de el tiempo de incubacidén, con niveles de glucogeno que
alcanzaron valores de 57,34+3,9 nmol de glucosa/mg de proteina y 54,7+5,4 nmol/mg de
proteina tras 60 minutos de incubacién en presencia de citrato y de lactato,
respectivamente (Figura 3A). Por otra parte, el efecto de ambos substratos sobre los
niveles intracelulares de glucégeno también fue dosis-dependiente. Asi, se alcanzo un
efecto maximo para ambos substratos tras la incubacion durante 60 minutos a una

concentracion 50 mM de citrato y 50 mM de lactato (Figura 3B).
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Figura 3. Efecto dependiente del tiempo y dependiente de la concentracion del citrato y
del L-lactato sobre los niveles intracelulares de glicogeno contenido in espermatozoides
frescos de cerdo. A: Los espermatozoides fueron incubados en ausencia (e ) o en
presencia de 10 mM de citrato (m) o de 10 mM L-lactato ( A) a los tiempos indicados,
alicuotas se tomaron para determinar los niveles intracelulares de glicogeno B: Los
espermatozoides fueron incubados por 60 minutos con concentraciones crecientes de
citrato (m) o L-lactato (A) y alicuotas se tomaron para determinar la concentracion
intracelular de glicogeno. Los resultados muestran las medias+S.E.M. de 8 diferentes

experimentos.
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3.4. Efectos de la incubacion con L-lactato y citrato en los niveles intracelulares de
ATP.

Los niveles intracelulares de ATP en los espermatozoides de cerdo mostraron ser muy
sensible a la falta de fuentes de energia externas. Tal y como se observa en la Figura
4A, los niveles de ATP disminuyeron de 9,2+1,2 nmol/mg de proteina al inicio de la
incubacién hasta 1,6+0,4nmol/mg de proteina tras 60 minutos de incubacion en un
medio carente de citrato o lactato. La adicion de uno de ambos substratos indujo
incremento intenso y muy rapido de los niveles de ATP, alcanzando valores maximos
tras solo 30 segundos de incubacion con 10 mM de citrato o lactato (Figura 4A).
Después de este periodo de tiempo, el nivel de ATP disminuy6 progresivamente,
mostrando valores de 10,9+2,1 nmol/mg de proteina y 9,3+ nmol/mg de proteina tras 60
minutos de incubacidon con citrato y lactato, respectivamente (Figura 4A). Hay que
destacar el hecho que los niveles de ATP después de 60 minutos de incubacidon con
citrato y lactato eran en todos los casos muy superiores a aquellos observados tras la
incubacién durante 60 minutos sin sustratos energéticos.

Como en los pardmetros metabdlicos anteriores, también se observo efecto dependiente
de la dosis de citrato y lactato sobre los niveles intracelulares de ATP. Asi, se la
concentracion de ATP se incrementd después de 15 minutos de incubacion de manera
proporcional al incremento de la concentracion de citrato (Figura 4B). Por otro lado, en
presencia de 50 mM de lactato los valores de ATP fueron mas bajos (10,0+0,8 nmol/mg
de proteina) que los obtenidos con 10mM de lactato (13,4+0,7 nmol/mg de proteina, ver
Figura 4B), lo que podria indicar un posible efecto toxico del lactato a las

concentraciones mas elevadas utilizadas.
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Figura 4. Efecto dependiente del tiempo y la concentracion del citrato y del L-lactato
sobre los niveles intracelulares de ATP en espermatozoides frescos de cerdo. A: Los
espermatozoides fueron incubados en ausencia (® ) o en presencia de 10 mM citrato (m)
0 de 10 mM L-lactato (A) y, a los tiempos indicados, alicuotas se tomaron para
determinar los niveles intracelulares de ATP. B: Los espermatozoides fueron incubados
por 15 minutos con concentraciones crecientes de citrato (®) o de L-lactato (A) y luego
se tomaron alicuotas para determinar la concentracion intra celular de ATP. Los

resultados muestran las mediastS.E.M. de 8 diferentes experimentos.
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3.5. Efecto de la incubacion con L-lactato y citrato en la produccién de COs..

La incubacién de espermatozoides de cerdo con concentraciones crecientes de ['*C]
lactato indujo un incremento dosis-dependiente en los niveles extracelulares de '*CO,,
el cual alcanzd valores maximos (48,1+6,7 nmol/mg de proteina) tras la incubacién
durante 60 minutos con lactato 50 mM (Figura 5). Un efecto similar fue observado tras
incubar con ['*C] citrato, aunque en este caso las concentraciones mas bajas del sustrato
inducian niveles de CO, inferiores a los obtenidos con lactato. Sin embargo, a
concentraciones mas altas de citrato, la produccion de CO; alcanz6 valores similares a

los producidos con lactato (Figura 5).
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Figura 5. Efecto dependiente de la concentracion del citrato y del L-lactato sobre el
ritmo de produccion de CO,. Los espermatozoides fueron incubados por 60 minutos con
concentraciones crecientes de citrato (W) o de L-lactato ( A) luego se tomaron alicuotas
para determinar la formacion extracelular de CO,. Los resultados muestran las
mediastS.E.M. de 8 diferentes experimentos.

3.6. Comportamiento cinético de la actividad lactato deshidrogenasa total de
espermatozoides de cerdo.

Los sobrenadantes y los sedimentos resuspendidos obtenidos de espermatozoides de
cerdo homogenizados mostraron una cinética de la LDH total muy diferente en cada
caso. Asi, los sobrenadantes mostraban un incremento progresivo en la actividad LDH
en presencia de concentraciones de lactato que iban desde 0,1 mM a 50 mM, alcanzando
valores maximos (102,2+3,4 IU /mg de proteina) a 50 mM (Figura 6A). Por el
contrario, los sedimentos resuspendidos mostraron una actividad LDH mucho mas baja,
y de hecho no se detectd ninguna actividad enzimadtica perceptible a las concentraciones
de lactato de 0,05mM a 0,1mM (Figura 6A). A concentraciones mas altas de lactato, la
actividad LDH de los sedimentos resuspendidos mostré un aumento notable, primero
entre 0,5 mM y 1mM del substrato, y luego un aumento mas progresivo, alcanzando
valores maximos de actividad (22,3+£3,4 IU /mg de proteina) a 50 mM de lactato (Figura
6A).

La representacion de Lineweaver-Burke de la actividad LDH tanto en sobrenadantes
como en sedimentos resuspendidos reflejo las diferencias en la cinética LDH atn con
mayor claridad (ver Figura 6B). Nuestros resultados indican que los sobrenadantes
presentaban una sola actividad LDH, de aspecto lineal y con una Km teorica de 0,51

mM. En cambio, los sedimentos resuspendidos presentaban, en apariencia, dos
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actividades LDH lineales separadas. La primera se detectd a concentraciones de lactato
entre 0,5 mM y ImM, mostrando una Km tedrica de 15 mM. La segunda, apreciable a
concentraciones de lactato entre 2mM y 50mM, tenia una Km tedrica de 5,9 mM
(Figura 6B). Sin embargo, es importante notar que la primera actividad lineal calculada
en los sedimentos resuspendidos se calculdé a partir de s6lo 2 concentraciones de
sustrato, puesto que no se pudo detectar ninguna actividad LDH perceptible por debajo
de 0,5 mM de lactato, como indicamos anteriormente. Por consiguiente, la Km tedrica
en este caso solo puede asumirse como una aproximacion, y posiblemente esta linea
cinética podria integrarse en la otra. En este caso, la nueva Km tedrica para la cinética

lineal integrada en sedimentos resuspendidos fue de 6,9 mM (datos no mostrados).
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Figura 6. La cinética de la actividad lactato dehidrogenasa total en extractos
espermaticos de cerdo. A: Relacion entre la activitidad lactato dehidrogenasa total y la
concentracion de L-lactato en sobrenadantes (A) y sedimentos resuspendidos ([1) de
extractos espermaticos de cerdo. B: La representacion semi-logaritmica entre los valores
inversos de la actividad lactato deshidrogenasa total y la concentracion de L-lactato en
sobrenadantes ( A) y sedimentos resuspendidos ([]) de extractos espermaticos de cerdo.
Las lineas muestran los aparentes tipos de actividad de lactato dehidrogenasa de los
sobre nadantes (linea continua) y sedimentos resuspendidos ( linea discontinua)
revelado por esta representacion. Los resultados muestran las mediastS.E.M. de 8
diferentes experimentos.

3.7. Determinacién de la presencia de lactato deshidrogenasa especifica de
espermatozoides en el espermatozoide de cerdo.

El analisis mediante Western blot de extractos espermaticos de cerdo y perro mostraron
la presencia de una banda que reaccionaba especificamente contra un anticuerpo anti-
LDH especifica de espermatozoides de aproximadamente 35 Kda, lo que concuerda con
lo publicado antes en humanos (Gupta y Kang, 2000; ver figura 7). Hay que destacar
que dicha banda aparecid tanto en los extractos de sobrenadantes como en los de
sedimentos espermaticos resuspendidos (Figura 7). Por otro lado, el analisis
inmunocitoquimico utilizando el mismo anticuerpo en sobre espermatozoides de cerdo
mostré una reaccion positiva en la pieza principal de la cola, juntamente a una sefial
débil localizada en la pieza intermedia (Figura 8). Estos datos indican que la LDH
especifica de espermatozoide se encuentra localizada principalmente en la pieza

principal de la cola del espermatozoide de cerdo.
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Figura 7. Los Western blot anti LDH esperma especificaca, de los extractos
espermaticos de cerdo. La Figura muestra un Western blot representativo obtenido de
sobrenadantes (s), sedimentos resuspendidos (p) y extractos totales (h) de perro (DOG)
y cerdo (BOAR) homogenizados obtenidos de muestra frescas. MW: Peso molecular. El

numero total de diferentes replicas para estos Western blot fue de 5.
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Figura 8. La immunocitoquimica de cerdo, lactato deshidrogenasa esperma especifica.
La figura muestra imagenes representativas de espermatozoides de cerdo con un
anticuerpo immunolocalizando, la lactato dehidrogenasa esperma especifica. A: Control
negativo. B: células frescas, muestras control. El numero total de replicas
independientes para estos experimentos fue de 5.Las imagenes tienen un aumento de 75.
Las flechas indican la pieza principal de la cola, y los asteriscos indican la cabeza de los
espermatozoides.

3.8. Efecto de la incubacion con L-lactato y citrato en el patrén de fosforilacion de
proteinas en residuos de tirosina.

Tal y como se muestra en la Figura 9, la fosforilaciéon en residuos de tirosina de
homogenizados completos de espermatozoides porcinos mostrd un patréon especifico,
con una banda de fosforilacion predominante de unos 45 KDa (Figura 9). La incubacion
con 10mM de citrato o 10 mM de lactato indujo un aumento notable en la intensidad de
todas las bandas, y especialmente, de la ya citada de 45 KDa. No obstante, no se aprecid
ningln cambio significativo en el patrén especifico de fosforilacion en tirosinas tras la

incubacién con ninguno de los dos sustratos (Figura 9).
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Figura 9. Los patrones de fosforilacion de la tirosina de espermatozoides de cerdo
incubados con 10 mM de citrato o 10 mM de L-lactato. Alicuotas fueron colectadas a
los tiempos indicados para determinar los patrones de fosforilacion de la tirosina luego
se realizo un analisis Western blot con un anticuerpo anti-raton tirosinafosforilada. La
cantidad total de proteina analizada en cada linea fue de 30 pg. La Figura muestra un
Western blot representativo de 5 replicas independientes. C: muestras incubadas sin
substratos energéticos CITRATE: células incubadas con 10 mM de citrato. LACTATE:
espermatozoides incubados con 10 mM L-lactato. MW: Peso molecular.

4. DISCUSION.

Nuestros resultados muestran claramente que los espermatozoides de cerdo
provenientes de eyaculados frescos utilizan eficazmente el citrato y el lactato, como
unica fuente de energia en ausencia de otros sustratos energéticos, tal y como lo refleja
el aumento de los niveles intracelulares de ATP inducido por ambos sustratos. Esta
utilizacion ya ha sido descrita anteriormente (Calvin y Tubos, 1978; Jones, 1997),
llevandose a término a través de la metabolizacion de ambos sustratos a través del ciclo
de Krebs, tal y como demuestran los estudios sobre el ritmo de produccion de CO,. Otro
resultado que refuerza esta asercion es el hecho que la inhibicion de la actividad
anapletérica piruvato carboxilasa evita la formacion de lactato producido a partir del
citrato. Esta inhibicion indica claramente que el citrato es metabolizado a través del
ciclo de Krebs, y que de los productos finales de su metabolizacion son el lactato y el
CO,. Ademas, nuestros resultados indican que la metabolizacion de lactato y citrato
mantiene los niveles intracelulares de ATP dentro de limites muy similares a aquellos

presentes en espermatozoides recién obtenidos. Este resultado sugiere que tanto el
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lactato como el citrato pueden ser utilizados por los espermatozoides de cerdo para
mantener sus funciones basicas en ausencia de otros sustratos exdégenos con un mayor
potencial energético como la glucosa o la fructosa (Jones y Connors, 2000; Marin et al.,
2003). Asi, la estrategia metabolica del espermatozoide de cerdo estd disefiada para
optimizar su eficiencia basandose en el uso de todos aquellos posibles substratos
energéticos, tanto exdgenos como enddgenos, que pudiera encontrar durante su transito
por el tracto genital de la hembra.

En un trabajo anterior, Jones indicd que el lactato consumido por el espermatozoide
porcino entra en el ciclo de Krebs a través de una via directa que no necesita su
conversion en piruvato (Jones, 1997). Ademas, esta via directa no s6lo produce energia
si no que también permite generar potencial reductor mediante la regeneracion de NAD"
hacia NADH (Jones, 1997). Nuestros resultados, tanto los determinados en parametros
metabdlicos como en otros mas generales como los porcentajes de viabilidad y
acrosomas alterados, concuerdan con estas observaciones. Ademas, esta hipdtesis
también permite explicar los resultados observados en los estudios sobre el consumo de
citrato. De hecho, nuestros resultados indican que el citrato puede metabolizarse a través
de dos vias complementarias: La primera, a través de una metabolizacioén directa por el
ciclo de Krebs, lo que conlleva la produccion de CO, y ATP. La segunda, a través de
una via indirecta que a su vez se desdoblaria en dos pasos: El primero, que involucra la
entrada del citrato al ciclo de Krebs, y el segundo que conlleva el paso de los
metabolitos del ciclo de Krebs derivados del citrato a través punto de control
anapletorico modulado por la piruvato carboxilasa. Este paso provocaria la formacién
de cantidades significativas lactato, el cual seria a su vez enviado al medio extracelular
y reincorporado de nuevo a la célula. Este lactato reincorporado seria, a su vez,

nuevamente consumido a través del ciclo de Krebs, modulando esta introduccion la
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actividad LDH. A primera vista, el significado exacto de este complicado proceso de
utilizacion del citrato no se entiende con facilidad. Sin embargo, si se puede formular
una explicacion plausible a este proceso si consideramos que el mantenimiento de un
preciso equilibrio intracelular de NAD/NADH es muy importante para la estabilizacion
la funcionalidad espermatica (Baker y Airen, 2004). Asi, la formaciéon de lactato a
partir de citrato tiene como una de sus consecuencias la regeneracion de, como minimo,
2 moléculas de NAD" por cada molécula de citrato que pasa a través de la via de la
piruvato carboxilasa. De esta manera, el citrato puede ser utilizado no so6lo como fuente
de energia si no como también como un sistema factible para restablecer y estabilizar el
equilibrio redox de los espermatozoides de cerdo en las condiciones estudiadas.

La complejidad de los mecanismos relativos a la metabolizacion del lactato y el citrato
revelan la importancia que tiene el control de la actividad LDH en el mantenimiento de
la funcionalidad de los espermatozoides de cerdo. Por lo tanto, la entrada de lactato al
ciclo de Krebs a través del paso catalizado por la LDH, requiere una compleja
regulacion que permita modular de manera muy estricta el metabolismo del citrato y el
lactato. Hay que senalar que los espermatozoides de mamifero presentan una isoforma
de LDH especifica, tal y como se ha descrito en diversas especies (Coronel et al., 1983;
Pan et al., 1983; Pawloski y Brinkmann, 1992; Jones, 1997). En el caso especifico del
espermatozoide de cerdo, se ha demostrado que dicha isoforma esperma especifica es la
forma de LDH mas importante presente en la célula, y por consiguiente se ha postulado
que esta isoforma es la mas importante para regular el metabolismo del lactato (Jones,
1997). Nuestros resultados del analisis de la inmunocitoquimica concuerdan con este
postulado, ya que también se observa un isotipo de LDH especifico de esperma, que se
localiza principalmente en la pieza principal de la cola. No obstante, el estudio de la

cinética enzimdtica indica que la actividad LDH de los espermatozoides de cerdo
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presenta una conducta mas compleja de lo esperado para una sola isoforma, puesto que
se detecta una actividad LDH con una afinidad alta por el lactato y otra con una afinidad
mucho mas baja. Centrandonos en la isoforma de alta afinidad, que presenta una Km.
estimada de 0,51 mM, parece ldgico suponer que podria corresponder a la actividad
asociada con la LDH especifica de espermatozoides, dado que es la actividad mas
importante, lo que se corresponderia con el hecho de que practicamente la unica LDH
detectada mediante técnicas inmunocitoquimicas en espermatozoides de cerdo es
precisamente la especifica de espermatozoide (Jones, 1997). Otro detalle importante es
el hecho que la LDH de alta afinidad aparecia tinicamente en la fraccion soluble de los
espermatozoides, indicando asi que la proteina responsable de esta actividad se
encuentra en forma libre o asociada solo débilmente a estructuras no solubles del
espermatozoides como el axonema, las mitocondrias o el nucleo. Por el contrario, la
cinética LDH de baja afinidad, con una Km estimada estaba entre 5,9 mM y 6,9 mM,
aparecia estrechamente asociada a una estructura espermatica no soluble sin identificar,
ya que dicha cinética solo se evidencio en los sedimentos resuspendidos de los extractos
de espermatozoides de cerdo. Por lo tanto, a primera vista nuestros resultados parecerian
indicar que el espermatozoide de cerdo presenta, por lo menos, dos isoformas diferentes
de LDH. Sin embargo, esto no tiene por qué ser asi, puesto que la presencia de mas de
una actividad enzimatica no implica necesariamente la presencia de mas de una proteina
para catalizar esta actividad. De hecho, la deteccion inmunologica de LDH especifico de
espermatozoide tanto en los sobreanadantes como en los sedimentos resuspendidos
apoyan la hipdtesis de que los espermatozoides de cerdo tienen una sola isoforma de
LDH, especifica de espermatozoide, que cambia su actividad cinética dependiendo de la
estructura espermatica con la que esté asociada. De esta manera, la LDH libre o

débilmente asociada con el axonema, nicleo o vaina mitocondrial presentaria una
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conducta cinética diferente de la misma proteina asociada estrechamente a alguna de
estas estructuras. De hecho, cambios asi ya se han descrito en sistemas como los
espermatozoides de perro, en donde la glucégeno sintasa modifica su actividad, por lo
menos parcialmente, mediante cambios de localizacion espacial después de la
activacion a través de la incubacion mediada por glucosa y fructosa (Palomo et al.,
2003). Por lo tanto, un mecanismo similar podria explicar los resultados observados en
la LDH de espermatozoide de cerdo.

En todo caso, ya exista una o varias isoformas de la LDH, el resultado funcional es la
presencia de por lo menos dos actividades LDH de cinética diferente en
espermatozoides de cerdo. De hecho, la presencia de mas de una actividad cinética para
una sola enzima no es rara en células eucarioticas. Centrdndonos en el metabolismo
energético espermatico, ya se observo este fendémeno en la actividad hexoquinasa en
espermatozoides de perro (Fernandez-Novell et al., 2004) y en los transportadores de
hexosas como GLUT-3, GLUT-5 y SGLT-1 en varias especies de mamiferos (Angulo et
al., 1998; Rigau et al., 2002). El caso de la hexoquinasa del espermatozoide de perro
puede servir para entender la LDH de cerdo, ya que se observaron dos cinéticas de
hexoquinasa diferentes, una con una afinidad muy alta por glucosa y otra con una
afinidad mucho mas baja, que solo se localizé en forma soluble (Fernandez-Novell et
al., 2004). La existencia de dos actividades enzimaticas con una Km muy diferente para
un mismo sustrato puede explicarse desde el punto de vista de la regulacion metabdlica.
Asi, un sistema similar es empleado por el higado y el pancreas para controlar y detectar
las variaciones en el nivel de glucosa extracelular, pudiendo adaptar asi los flujos
energéticos y el metabolismo global de la insulina a estos cambios (Cardenas et al.,
1998). Se ha propuesto un papel similar para las actividades hexoquinasa separadas

detectadas en el perro (Fernandez-Novell et al., 2004). Siguiendo esta explicacion, la
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actividad LDH con una Km. elevada puede actuar como un detector muy sensible a
cambios en los niveles de lactato, lo que a su vez optimizaria el uso de este substrato
dependiendo de la concentracion y de su fuente de origen.

Nuestros resultados también indican que tanto el citrato como el lactato inducen una
activacion funcional general los espermatozoides de cerdo. Esta asercidon se puede
deducir a partir del aumento observado en la intensidad de la fosforilacion en los
residuos de tirosina que sigui6 a la incubacion con ambos sustratos. Hay que destacar
que este aumento no parece ser especifico, puesto que ni el citrato ni el lactato
incrementan de manera especifica la fosforilacion de alguna banda en concreto. Este
resultado implica que el aumento global en la fosforilacion de tirosina es el resultado de
un incremento en la disponibilidad energética inducido tanto por el lactato como por el
citrato mds que una accion especifica de los sustratos sobre la activacion de una tirosina
quinasa concreta. Estos resultados son diferentes de los observados en otras especies y
sustratos, como los espermatozoides de perro incubado con glucosa y fructosa (Rigau et
al., 2002). Sin embargo, la falta de un efecto especifico inducido por lactato o citrato en
la fosforilacion de tirosina no es muy sorprendente, puesto que el aumento global
observado puede relacionarse con el aumento concomitante en los niveles intracelulares
de ATP que se observaron después de la incubacion con el efector. Asi pues, nuestros
resultados muestran que el citrato y el lactato causan una activaciéon general de la
funcién espermatica en el espermatozoide de cerdo mediante un mecanismo relacionado
con el aumento en los niveles de ATP inducidos por la utilizacion de ambos sustratos.
En conclusion, los resultados de este estudio indican que los espermatozoides de cerdo
metabolizan de manera muy eficaz tanto el citrato como el lactato a través de una via
metabolica regulada por la actividad LDH. Esta metabolizacion permite obtener energia

suficiente para mantener e incluso aumentar la funcionalidad espermatica general.
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Finalmente, la actividad LDH en espermatozoides porcinos presenta dos actividades
cinéticas distintas con afinidad diferente por el lactato, las cuales se sitian en

localizaciones separadas dentro de la célula.
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SUMMARY

In this work the role of energy substrates in the maintenance of boar-sperm survival
during storage at 15°C-17°C was tested. For this purpose, boar spermatozoa were stored
at 15°C-17°C in several defined media with separate combinations of a monosaccharide,
glucose, and a non-monosaccharide, either citrate or lactate, energy substrates. Our
results indicate that the medium containing the highest concentration of glucose
together with low lactate levels was the most suitable to maintain sperm quality for 168
h at 15-17°C. This was confirmed after observation of the results of the percentages of
viability and altered acrosomes, the Osmotic Resistance Test, the Hyperosmotic
Resistance Test (HRT) and the rhythm of L-lactate production. It is noteworthy that the
survival ability of boar sperm was greater in this experimental medium than in the
standard Beltsville Thawing Solution (BTS) extender, which contains only glucose as
an energy substrate, although at a concentration far higher than that of all of the tested
experimental media. Our results indicate that the exact composition, more than the pure
quantity of energy substrates, is a very important modulatory factor which affects
survival ability of boar sperm in refrigeration. Thus, the exact combination of several
energy substrates would have to be taken into account when optimizing the design of

commercial extenders to store boar spermatozoa at 15°C-17°C.

1. INTRODUCTION

Artificial insemination (Al) is one of the most important factors that underlies the rapid
expansion that pig farming has undergone in the last several years in occidental
countries. The extensive utilization of Al in pig farming is a consequence of the
development of efficient techniques to store boar sperm in refrigeration enough time to

make this technique practical under an economic point of view. Thus, in the last several
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years a very wide range of commercial extenders to optimally conserve boar semen at
15°C-17°C has been developed to fulfill market necessities (see Gadea, 2003 as a
review). On a general basis, all commercial extenders are designed to accomplish a
series of minimal requirements needed for optimal boar-sperm survival. One of the most
important of these requirements is the presence of a feasible energy source, which
allows sperm to maintain its basal functions during the time required. In this way, the
most utilized energy source in refrigerated extenders is glucose, which is added to very
high concentrations (between 100 mM and 200 mM, see Gadea, 2003 for some
examples), much above those as mammalian sperm achieve its greater energy
metabolism activity (in the range of 5 mM-10 mM, see Rigau et al., 2002; Marin et al.,
2004; and Medrano et al., 2004 as examples). Moreover, commercial extenders have
some other substances that can be utilized by boar sperm as energy sources. The most
important of these is citrate, which is utilized for the maintenance of both osmolarity
and pH (Gadea, 2003), although boar sperm is able, too, to consume it through the
Krebs cycle (Calvin and Tubbs, 1978). In fact, all of these data suggest that the use of a
concrete energy source at a specific concentration in a commercial extender is based
mainly on an empirical basis, which makes further optimization of these extenders
based on a better use of the energy sources added to the solution difficult.

In fact, boar sperm has a complex system to optimize its energy levels, through a
sophisticated regulation of its energy fluxes. Thus, cells from fresh ejaculates show a
great predominance to consume monosaccharides through the glycolytic flux, with less
than 1% of the energy obtained in these conditions from glucose coming from the Krebs
cycle (Marin et al., 2004). However, boar-sperm cells also show remarkable differences
in their ability to consume a specific sugar, and, in this way, glucose is the

monosaccharide more rapidly consumed through glycolysis when compared to others,
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such as fructose, sorbitol and mannose (Medrano et al, 2004). These differences are
strongly related to the sperm’s ability to phosphorylate these sugars. In this manner,
boar-sperm total hexokinase activity is more efficient to phosphorylate glucose than is
fructose or mannose, thus entering glucose more rapidly through glycolysis (Medrano et
al., 2004).

Notwithstanding, boar spermatozoa are also able to utilize non-hexose substances as
energy substrates. Thus, lactate (Jones, 1997), glycerol (Jones et al., 1992) and the
above-cited citrate (Calvin and Tubbs, 1978) can be used by boar sperm to obtain
energy, although the energy obtained from these substrates is smaller than that from
glucose. The utilization of non-hexose substrates raises the question of the metabolic
pathway/s by which sperm can metabolize these substrates, since the main catabolic
way of these cells, glycolysis, is not feasible for substances like lactate and citrate. In
fact, citrate and lactate are directly metabolized through the Krebs cycle (Calvin and
Tubbs, 1978, Jones, 1997). The conversion of the Krebs cycle in a marginal metabolic
path in the presence of sugars into a key step in the presence of non-hexose energy
substrates also raises the question as to how boar sperm controls the activity of the
Krebs cycle to modulate its rhythm of flux. All of these questions highlight the great
complexity involved in the control of energy management of boar sperm, which no
longer has to be modulated by a single, one-step mechanism simply linked to the
velocity of glycolytic flux.

From a practical point of view, the complexe regulation of energy metabolism in boar
sperm raises the question about the influence that the concentration and the specific type
of energy substrates have in the ability to survive in an extender for refrigeration (15°C-
17°C). This is important, since practically all of the commercial extender that are

utilized at this moment include high concentrations of glucose as energy substrate, but
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also many of them include citrate, not as an energy substrate, despite the fact that boar
sperm can consume it. In fact, there is in the literature a lack of observations about how
variations in the quantity and type of energy substrates can influence sperm survival.
This is important, since this knowledge can aid developing an optimized design of the
extenders for refrigerated storage by adjusting the concentration and the specific type of
energy susbstrate utilized. Taking this into account, the main aim of the present work is
to test how the specific composition of energy substrates can affect the survival ability
of boar sperm at 15°C-17°C. For this, we designed 4 separate types of extenders with the
same values of osmolarity and pH. All 4 experimental media had a combination of
glucose and a non-hexose energy substrate, which could be citrate or L-lactate.
Moreover, the glucose/citrate and glucose/L-lactate combinations were made in order to
obtain one medium with high concentrations of the sugar and low concentrations of the
non-hexose substrate, and another with low concentrations of glucose and higher
concentrations of citrate or L-lactate. Boar sperm was maintained in these media for 168
h at 15°C-17°C. Moreover, another semen aliquot was diluted in a plain, Beltsville
Thawing Solution (BTS) extender, specifically designed for boar-sperm conservation
(Gadea, 2003), in order to have an external control of sperm survival. Semen quality
was determined after using the parameters that previous articles have shown as being
the most valid in our experimental and farming conditions (Quintero-Moreno et al.,
2004, Rigau et al., 1996). Following this previously published information, the semen
quality parameters utilized in this study were the percentages of viability and altered
acrosomes, the Osmotic Resistance Test (ORT) and the Hyperosmotic Resistance Tests
(HRT), as published in Quintero-Moreno et al. (2004), and the rhythm of L-lactate

formation, as in Rigau et al. (1996).
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Semen collection and processing

Boar semen was collected from six healthy, mature boars from a commercial farm
(Servicios Genéticios Porcinos, S.L.; Roda de Ter, Spain). Boars were two Large White,
three Pietrain x Large White and one Pietrain x White Belgium, which were 2-3 years
old. The ejaculates were manually collected, and the obtained sperm-rich semen
fractions were separated and immediately placed in a water bath at 37°C. At this time, a
1-mL aliquot was taken to evaluate the main semen characteristics of these sperm-rich
fractions through a semen quality analysis, following the practical guidelines described
in Quintero-Moreno et al. (2004). Quality characteristics of fresh, sperm-rich fractions
of these ejaculates are shown in Table 1

Table 1. General characteristics of the utilized boar ejaculates

Concentration  through  analysis by 795.54£32.7
hemocytometer chamber (10° sperm/mL)

Viability (%) 87.3£2.7
Altered acrosomes (%) 7.9+0.3
ORT (%) 81.5£3.5
HRT (arbitrary units) 0.94+0.02
Rhythm of L-lactate production (umol/60 9.1£1.8
min X mg protein

Total morphological abnormalities (%) 9.7£1.2
Head morphological abnormalities (%) 0.3+0.1
Neck and midpiece  morphological 1.5+0.2
abnormalities (%)

Tail morphological abnormalities (%) 0.9+0.1
Proximal cytoplasmic droplets (%) 2.940.3
Distal cytoplasmic droplets (%) 4.1+£0.5

The semen quality parameters has been described in the Materials and Methods section.

Results are meanstS.E.M. for 8 separate ejaculates. Afterwards, the sperm-rich
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fractions were fractioned in 5 aliquots of equal volume, and each of these aliquots was

diluted in the corresponding experimental extender or in BTS to a final concentration of

2 x 107 spermatozoa/mL in all cases. The composition of all of the utilized extenders is

shown in Table 2.

Table 2. Characteristics of the utilized experimental extenders

Extender BTS A B C D
Glucose (g/L) 37.00 18.00 27.02 18.00 18.00
KCI (g/L) 0.75 1.48 1.48 0.74 0.74
NaHCO; (g/L) 1.25

Sodium lactate (g/L)  -—--—- ——-m-- 280  ---—-- 13.44
Sodium citrate (g/L) 6.00 590  -—-—-- 2352 -
Base Tris Buffer (g/L)  --—---- 7.90 6.04 6.04 6.04
Ethylenediaminetetraacetic

acid (g/L) 1.25 1.24 1.24 1.24 1.24
pH 7.2 7.8 7.8 7.8 7.8
Osmolarity (mOsm) 330 328 317 318 317

Diluted samples were distributed in 100-mL commercial Al recipients. Concentrations

of samples were determined at 200x with either a Neubauer or Thoma hemocytometer

chamber. One of the 100-mL doses for each extender was then placed in storage in a

refrigerator at 15°C-17°C, whereas the remaining samples were discarded for further

use. At the indicated times, a 1-mL aliquot of each extender was taken to evaluate the

analyzed parameters.
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2.2. Analytical procedures

Percentages of viability, altered acrosomes and, in fresh ejaculates, morphological
abnormalities, were determined by using the Nigrosin-Eosin stain (Bamba, 1988). These
percentages were determined after counting 200-300 spermatozoa per slide at 1,000x.
Altered acrosomes were considered to be those which did not show a clear and uniform
acrosomal ridge. Morphological abnormalities were classified according to their
location in head, neck or midpiece, and tail abnormalities. Proximal and distal
cytoplasmic droplets were counted as separate abnormalities.

The ORT was carried out as described by Rodriguez-Gil and Rigau (1995), whereas the
HRT was performed as described in Quintero-Moreno et al. (2004). Following this, the
HRT was based upon the attaining of the relationship between the percentages of
viability of a semen sample subjected to a hyperosmotic medium and then further
subjected to a sudden change from the hyperosmotic to an isoosmotic medium. This is

expressed through the formula:

HRT = VD/VU

Where VD is the percentage of viability in the osmotically disrupted medium, an VU is
the percentage of viability in the initial, hyperosmotic medium. Finally, the rhythm of
L-lactate production was carried out following the procedure described in Rigau et al.
(1996).

2.3. Statistical Analyses

All data recorded were analyzed by SAS/Statistical Analysis System from Windows
(SAS, 1996). The putative significance of differences was calculated by two-way

ANOVA, considering the BST-group as a co-variable
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3.RESULTS

3.1. Time-dependent evolution of the percentages of viability and altered acrosomes of
stored boar spermatozoa

Boar spermatozoa stored at 15°C-17°C in BTS extender showed a progressive decline in
the percentage of viability depending on the time of storage. This decline was from

87.0%15.3% at the start of the storage to 66.3%+4.7% after 168 h of conservation (Fig.

1A).
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Figure 1. Effects of storage at 16°C-17°C in differente media on the percentages of viability

and altered acrosomes of boar sperm. Boar sperm were diluted in the BTS extender (®) or in
the separate experimental A (W), B (+), C (#) and D (X) media, during the indicated times.
Composition of separate media has been described in the Materials and Methods section. At

the indicated times, the percentages of viability (A) and altered acrosomes (B) were determined
in each point. Results are the meanst S.E.M. of 8 separate experiments.

On the other hand, the tested experimental extenders showed different effects on this
parameter. Thus, whereas boar sperm stored in ED suffered a very intense decline in
viability, which reached 50.8%%4.0% after 168 h (Fig. 1A), Extenders B and C had a
better ability than BTS to maintain viability. In fact, Extender B showed a very great
ability to maintain viability, and there was no significant decrease of this parameter after

168 h of storage, when compared with the fresh samples (Fig. 1A).
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Concomitant results were determined after the observation of the time-dependent
evolution of the percentage of altered acrosomes. Thus, as shown in Fig. 1B, sperm
stored at 15-17°C in BTS experienced a progressive increase in this percentage, which
went from 6.2+1.4% in fresh samples to 74.6%%5.0% after 168 h. Similar results were
shown by sperm diluted in Extender D. On the contrary, cells diluted in both Extenders
A and B had a much slighter increase in the percentage of altered acrosomes, which
only reached values of about 30% after 168 h of storage (Fig. 1B). Cells stored in
Extender C showed a less important increase of altered acrosomes than that observed in
BTS and Extender D, although it was far greater than that of Extenders A and B (Fig.
1B).

3.2. Time-dependent evolution of the values of the Osmotic Resistance Test and
Hyperosmotic Resistance Test of stored boar spermatozoa.

In a similar manner to that described for the percenatge of viability, stored boar
spermatozoa also showed a progressive, time-dependent decline in their values of ORT

after dilution in BTS. Thus, these values went from 80.1%+4.7% in fresh samples to

17.8%+2.5%  after 168 h  of storage at 15-17°C  (Fig. 2A)
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Figure 2. Effects of storage at 16°C-17°C in differente media on the results of the ORT
and HRT Tests. Boar sperm were diluted in the BTS extender (®) or in the separate
experimental A (W), B (¢), C (®) and D (X) media, during the indicated times.
Composition of separate media has been described in the Materials and Methods section.
At the indicated times, the values of the ORT Test (A) and the HRT Test (B) were
determined in each point. Results are the means+ S.E.M. of 8 separate experiments.

Similar results were determined in spermatozoa diluted in Extender D, whereas those
stored in both Extenders A and C showed a less important decline, which reached

values of about 30% after 168 h (Fig. 2A). The best response to ORT was observed in
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spermatozoa diluted in Extender B, which had a much slighter decrease, with values of
49.2%13.2% after 168 h of storage (Fig. 2B).

The results observed in ORT were again concomitant to those determined by HRT.
Thus, boar sperm stored in both BTS and Extender D showed a similar decline in HRT
values, which went from about 0.90+£0.02 in fresh samples to about 0.20 after 168 h
(Fig. 2B).On the other hand, the diluent that yielded the least important decline in HRT
was, again, Extender B, which reached values in this test of 0.47+0.02 after 168 h of
storage (Fig. 2B) Both EA and C showed a decline of HRT that was steeper than that of
Extender B, but less than those of both BTS and Extender D (Fig. 2B).

3.3. Time-dependent evolution of the rhythm of L-lactate production of stored boar
spermatozoa.

As other parameters, boar sperm diluted in BTS also showed a progressive, time-
dependent decline on its values of L-lactate production, which fell from 9.1£1.6
pumol/mg protein in fresh samples to 5.1+0.4 pmol/mg protein after 168 h (Fig. 3).

A similar, progressive decline of this parameter was determined in cells diluted in
Extenders A, C and D, and values of Extender D were even lower after 168 h than that
of BTS (Fig. 3). Notwithstanding, sperm diluted in Extender B showed a different
evolution. Thus, there was an increase in L-lactate formation in these spermatozoa after
24 h-48 h of incubation, with values reaching 12.2+2.5 umol/mg protein after 48 h (Fig.
3). After this, there was also a decrease on L-lactate formation values, although those

evaluated after 168 h of storage were much greater than those of the other extenders

(Fig. 3).
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Figure 3. Effects of storage at 16°C-17°C in differente media on the results of the rhythm
of L-lactate production. Boar sperm were diluted in the BTS extender (®) or in the separate
experimental A (W), B (+), C (9) and D (X) media, during the indicated times.
Composition of separate media has been described in the Materials and Methods section.
At the indicated times, the rhythm of L-lactate production was determined in each point.
Results are the means+ S.E.M. of 8 separate experiments.
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3. DISCUSSION

Our results clearly show that the exact composition, more than the pure quantity of
energy substrates, is a very important modulatory factor which affects survival ability of
boar sperm in refrigeration. This is clearly stated by the fact that extenders that include
an overall final concentration of energy substrates show very different survival abilities,
despite this similarity. Even BTS, with a concentration of one single energy substrate
far greater than that of the experimental extenders showed a survival ability that was not
by any means better. This latter event could be related to the fact that the maximal
energy flux is generally achieved by mammalian sperm at relatively low concentrations
of substrates. Thus, dog spermatozoa achieve their maximal energy flux rates at both
glucose and fructose concentrations as low as 5-10 mM (Rigau et al., 2002), which were
much lower than sugar concentrations usually utilized in commercial extenders. A
similar result has been observed in boar sperm incubated with glucose (Medrano et al.,
2004), thus indicating that this property is probably general in mammals. This implies
that, assuming an optimal energy flux rate, the maintenance of the optimal, internal
energy levels of boar sperm would depend more on the type than on the total quantity of
external energy substrates.

In our experimental design, the medium that yielded the best results concerning boar-
semen quality was that which contained relatively high levels of glucose and
concomitantly low levels of lactate. As indicated above, it is important to highlight that
the effect of this medium was better than that of BTS, with contains only glucose,
although at a far higher concentration. This result seems to indicate that an adequate
combination of energy substrates could render better conservation effects than the
addition of a single substrate in an extender, regardless of the type and concentration of

this signal substrate. On the other hand, it is noteworthy that the other combinations,
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specially those with lower concentrations of glucose, were much less effective. We can
only speculate about the mechanism/s underlying these differences. However, a possible
explanation could be the different pathways by which boar sperm obtains energy from
both glucose and lactate. Thus, glucose metabolism is mostly performed through
glycolysis, whereas a further utilization of glucose metabolites through other ways like
the Krebs cycle is very reduced in boar sperm from fresh ejaculates (Marin et al., 2003).
On the contrary, the Krebs cycle seems to be the most important way to metabolize
lactate in boar sperm (Jones, 1997), and, obviously, this substrate cannot be utilized
through glycolysis, since boar sperm lacks the machinery necessary to start up the
gluconeogenic pathway (Marin et al., 2003). The presence of two energy substrates
which are utilized in different ways would imply that boar sperm would modulate the
rhythms of the separate metabolic pathways involved in the utilization of these
substrates, and, in this manner, sperm cells will optimize their energy obtainment rate
through the simultaneous regulation of these separate pathways. In this sense, it must be
remembered that the key regulatory pathways of glycolysis in boar sperm seem to be
centered on the hexose uptake and the pyruvate kinase activity pathways (Medrano et
al., 2004), whereas lactate dehydrogenase (LDH) activity seems to be primordial in the
regulation of the Krebs cycle (Medrano et al., 2003). It is noteworthy that the control of
both sperm pyruvate kinase and LDH is greatly dependent on the intracellular
ATP/ADP ratio (Medrano et al., 2003; Medrano et al., 2004). This seems to indicate
that one of the most important mehcanisms by which boar sperm can simultaneously
control separate metabolic pathways is through the regulation of its intracellular ATP
levels and ATP/ADP ratio, which directly modulates the consumption of very separate

energy substrates.
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In conclusion, our results indicate that energy efficiency of boar sperm can be increased
by an exact combination of monosaccharide and non-monosaccharide energy substrates.
This optimization would contribute to a concomitant increase in the survival ability of
boar sperm in refrigerated conditions. Thus, the exact combination of several energy
substrates that would be utilized through separate metabolic pathways would have to be
taken into account when optimizing the design of commercial extenders to store boar

spermatozoa at 15°C-17°C.
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RESUMEN.

Este trabajo analiza el papel de los sustratos energéticos en el mantenimiento de la
supervivencia de los espermatozoides de cerdo durante su conservacion a 15-17°C.
Para este proposito, se conservaron espermatozoides de cerdo a temperatura de 15-17°C
en algunos medios definidos que contenian combinaciones diferentes de un
monosacarido, la glucosa, con algin sustrato energético no metabolizable a través de
glucolisis, el citrato o el lactato, como sustrato energético. Nuestros resultados indican
que el medio que contenia la mas alta concentracion de glucosa empleada en
combinacion con bajos niveles de lactato era el mas indicado para mantener la calidad
espermatica hasta las 168 h de conservacion. Esta conclusion se dedujo a partir de los
resultados observados en parametros de calidad seminal como los porcentajes de
viabilidad y acrosomas alterados, la prueba de resistencia osmética (ORT), la prueba de
resistencia hiperosmotica (HRT), y el ritmo de formacion de L-lactato. Hay que destacar
que la capacidad de supervivencia de los espermatozoides de cerdo era mayor en este
medio experimental que en un medio de Beltsville estandar (BTS), que contiene s6lo
glucosa como sustrato de energia aunque a una concentraciéon mucho mas alta que la
utilizada en cualquiera de los medios experimentales analizados. Por lo tanto, nuestros
resultados indican que la composicion exacta, mds que la cantidad de sustratos
energéticos en si, es un importante factor modulador de la capacidad de supervivencia
del esperma de cerdo refrigerado. Asi, la combinacidon exacta de varios sustratos
energéticos tendria que ser tenida en cuenta al optimizar el disefio de los diluyentes

comerciales de conservacion de espermatozoides de cerdo a 15-17°C.
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1. INTRODUCCION.

La inseminacion artificial (IA) es uno de los factores mas importantes subyacentes a la
gran expansion de la porcinocultura que se ha producido en los ultimos afios en los
paises occidentales. La utilizacion masiva de la inseminacion artificial en las granjas de
cerdo es consecuencia del desarrollo de técnicas eficaces para conservar el semen de
cerdo durante un tiempo lo bastante largo como para hacer esta técnica practica desde el
punto de vista econdmico. Asi, en los ultimos afios el desarrollo de una amplia gama de
diluyentes comerciales ha permitido optimizar la conservacion de semen de cerdo a
temperatura de entre 15-17°C, satisfaciendo asi las necesidades econdémicas de los
productores (ver 1). La base general de todos los diluyentes comerciales consta de una
serie de requisitos minimos necesarios para mantener la supervivencia Optima de los
espermatozoides de cerdo. De entre estos requerimientos, uno de los mas importantes
es la presencia de una fuente de energia facilmente utilizable, que permita el
mantenimiento de las funciones espermaticas basales durante el tiempo necesario.
Actualmente el sustrato mas utilizado como fuente de energia en los diluyentes de
refrigeracion es la glucosa, que se afiade a concentraciones finales muy altas en el
diluyente, entre 100mM y 200mM (ver 1 para algunos ejemplos). Este rango de
concentraciones es muy superior al considerado como fisiolégico en las células
eucaridticas (que esta en el rango de entre 10mM y 20mM, ver 2). Ademas, los
diluyentes comerciales suelen incorporar otras sustancias que pueden ser utilizadas por
los espermatozoides de cerdo como fuente de energia. La mas utilizada de éstas es el
citrato, el cual es utilizado como uno de los componentes necesarios en el
mantenimiento de la osmolaridad y el pH (1), si bien el espermatozoide de cerdo es
capaz de consumirlo a través del ciclo de Krebs (3), de hecho, todos estos datos indican

claramente que, en los diluyentes actuales, la adicion de una fuente de energia concreta
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a una concentracion especifica se basa en un conocimiento empirico que dificulta la
total optimizacion de dichos diluyentes. Dicha optimizacion podria llevarse a cabo
mediante un uso mas racionalizado de las fuentes de energia agregadas a la solucion.
Los espermatozoides de cerdo tienen un sistema complejo de optimizacién de sus
niveles de energia, el cual se regula mediante un sofisticado equilibrio en los flujos de
energia. En concreto, espermatozoides procedentes de eyaculados frescos muestran una
gran tendencia hacia el consumo de monosacaridos a través del flujo glucolitico, puesto
que menos del 1% de la energia obtenida de la glucosa en estas condiciones proviene
del ciclo de Krebs (4). Sin embargo, las células espermaticas de cerdo también muestran
diferencias notables en su habilidad de consumir diferentes azucares, y, de esta manera,
la glucosa es el monosacarido mas facilmente consumido a través de la glucdlisis
comparado con otros como la fructosa, el sorbitol o la manosa (5). Estas diferencias
estan estrechamente relacionadas con la capacidad del espermatozoide de fosforilar
estos azucares. De esta manera, en el espermatozoide de cerdo la actividad hexoquinasa
total es mas eficaz fosforilando glucosa, que fructosa o manosa, introduciendo de esta
manera mas rapidamente la glucosa a través de la glucolisis (5).

No obstante, los espermatozoides de cerdo también pueden utilizar otras sustancias
ademads de las hexosas como substratos energéticos. Asi, el lactato (6), el glicerol (7) y
el anteriormente citado citrato (3) puede ser utilizados por los espermatozoides de cerdo
para obtener energia, aunque la energia obtenida de estos sustratos es menor que la
obtenida de la glucosa (3,6,7). La utilizacién de estos sustratos plantea la pregunta
acerca de cual via metabdlica emplea el espermatozoide para su utilizacion, puesto que
la principal via metabdlica de estas células, la glucdlisis, no es utilizable en sustratos
como el lactato o el citrato De hecho, el citrato y el lactato son metabolizados

directamente a través del ciclo de Krebs (3,6). Por lo tanto, la conversion del ciclo de
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Krebs de una via metabdlica marginal en la presencia de azucares a una via importante
en la presencia de otros sustratos energéticos también abre la pregunta de como el
espermatozoide de cerdo controla la actividad del ciclo de Krebs para modular estos
cambios en los ritmos de flujo energético. Todas estas preguntas resaltan la gran
complejidad que envuelve al control de la gestion de la energia en el espermatozoide de
cerdo, ya que dicha gestion parece involucrar mas de un unico mecanismo, relacionado
con el control de la velocidad de flujo glucolitico.

Desde un punto de vista practico, la compleja regulacion del metabolismo de la energia
en el espermatozoide de cerdo plantea la pregunta sobre la influencia de la
concentracion y el tipo especifico de sustratos energéticos que tienen la capacidad de
supervivencia en un diluyente para refrigeracion (15-17°C). Esta pregunta es
importante, ya que practicamente todos los diluyentes comerciales que se utilizan en
este momento incluyen concentraciones altas de glucosa como sustrato energético, pero
también muchos de ellos incluyen citrato, si bien no como sustrato energético, a pesar
del hecho de que el espermatozoide de cerdo puede consumirlo.

Hay de hecho en la literatura una falta notable de observaciones sobre como la variacion
en la cantidad y el tipo de sustratos energéticos pueden influir en la supervivencia del
semen. Este no es un punto baladi, ya que este conocimiento puede ayudar a
perfeccionar los diluyentes para almacenamiento refrigerado, ajustando la concentracion
y el tipo especifico de sustratos energéticos utilizados. Teniendo en cuenta este hecho,
el objetivo principal de este trabajo fue estudiar el efecto que tiene la composicion
especifica de sustratos energéticos sobre la capacidad de supervivencia del semen de
cerdo conservado a 15-17°C. Para ello se disefaron 4 tipos diferentes de diluyentes con
similares valores de osmolaridad y pH. Todos estos diluyentes experimentales tenian

una combinacién de glucosa y un sustrato energético no glucolitico, que podia ser
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citrato o L-lactato. Las combinaciones glucosa/citrato y glucosa/L-lactato fueron hechas
con el objetivo de obtener unos diluyentes con concentraciones altas de glucosa y
concentraciones bajas de sustratos no glucoliticos y otros con concentraciones bajas de
glucosa y concentraciones altas de citrato o L-lactato. Los espermatozoides de cerdo se
mantuvieron en estos medio de refrigeracion durante 168 h entre 15-17°C. Ademas, otra
alicuota de semen se diluydo en medio Beltsville Thawing Solucion (BTS) baésico,
especificamente disefiado para conservacion de semen de cerdo (8), con la intencion de
tener un control externo de la supervivencia espermdtica. La calidad seminal fue
determinada mediante la determinacion de aquellos parametros que articulos previos
han mostrado como los mds validos en nuestras condiciones de trabajo (9,10).
Siguiendo esta informacion, los pardmetros de calidad espermatica utilizados en este
estudio fueron el porcentaje de viabilidad y cromosomas alterados, la prueba de
resistencia osmdtica (prueba ORT) y la prueba de resistencia hiperosmética (prueba
HRT), tal y como se publico en (10), y el ritmo de formacion de L-lactato, basandose

en los resultados mostrados en (9).

2. MATERIALESY METODOS.

2.1. Recogida y procesado de las muestras seminales.

El semen fue obtenido a partir de seis cerdos sanos y sexualmente maduros provenientes
de una granja comercial (Servicios Genéticos Porcinos, S.L.; Roda deTer, Espafa). Los
cerdos eran dos Large white, tres Pietrain x Large white y un Pietrain x Blanco Belga, y
tenian una edad de 2-3 afios. El eyaculado se obtenia manualmente, y la fraccion rica en
espermatozoides se separaba y se colocaba inmediatamente después en un bafio de agua
termostatizado a 37°C. En este momento, una alicuota de 1 mL fue tomada para evaluar

las caracteristicas principales de los espermatozoides por medio del andlisis de calidad
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espermatica siguiendo las pautas practicas descritas en (10). Las caracteristicas de

calidad espermatica de la fraccion rica de estos eyaculados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los eyaculados de cerdo utilizados

Concentracién segun analisis 795,5 +£32,7

Con cdmara hemocitometrica (10° espermatozoides/mL)

Viabilidad (%) 87,3+2,7
Acrosomas Alterados (%) 7,9+0,3
ORT (%) 81,5+3,5
HRT (unidades propias) 0,94 £ 0,02
Ritmo de produccién de L-lactato (umol/60 9,1+1,8
Minutos x mg de proteina)

Anormalidades morfologicas totales (%) 9,7+1,2
Anormalidades morfologicas de cabeza (%) 0,3+0,1
Anormalidades de pieza intermedia y cuello (%) 1,5+0,2
Anormalidades de cola (%) 0,9+0,1
Gotas citoplasmaticas proximales (%) 2,9+0,3
Gotas citoplasmaticas distales (%) 4,1+0,5

Los parametros de calidad seminal fueron descritos en la seccion de Materiales y
Métodos.

Los resultados muestran las medias = S.E.M. de 8 eyaculados diferentes.

Después, la fraccion rica en espermatozoides se dividié en 5 alicuotas de igual volumen,
y cada una de estas alicuotas se diluy6 en uno de los medios experimentales disefiados o
en BTS a una concentracién final 2x10” espermatozoides/mL en todos los casos. La

composicion de todos los diluyentes utilizados se muestra en la tabla 2. Las muestras
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diluidas eran envasadas en dosis comerciales de 100 mL destinadas a la IA. Las

concentraciones de las muestras se determinaron mediante una camara hemocitométrica

de Neubauer o Thoma a 200x. Las dosis se almacenaron luego a 15-17°C. En los

tiempos indicados en el estudio, se extraia una alicuota de 1 mL de cada diluyente para

evaluar en ella los parametros analizados.

Tabla 2. Caracteristicas de los diluyentes experimentales utilizados

Diluyente BTS A B C D
Glucosa (g/L) 37,00 18,00 27,02 18,00 18,00
KCI (g/L) 0,75 1,48 1,48 0,74 0,74
NaHCO; (g/L) 1,25 semeem eeeee e s
Lactato de sodio (g/L) === e 2,80 - 13,44
Citrato de sodio (g/L) 6,00 590 - 23,52 -
Tris Base Tampon (g/L) - 7,90 6,04 6,04 6,04
Acido Etilen Diamino Acético (g/L) 1,25 1,24 1,24 1,24 1,24
pH 7,2 7,4 7,4 7,4 7,4
Osmolaridad (mOsm) 330 328 317 318 31
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2.2. Procedimientos analiticos.

Los porcentajes de viabilidad, acrosomas alterados, y anormalidades morfologicas en
eyaculados frescos se determinaron utilizando la tincién de eosina-nigrosina (11). Estos
porcentajes se cuantificaban tras contar 200-300 espermatozoides por cada muestra al
microscopio Optico a 1000x aumentos. Se consideraban como acrosomas alterados
aquellos que no mostraron un borde acrosomal uniforme y nitido. Las anormalidades
morfologicas fueron clasificadas de acuerdo con su localizacion en anomalias de
cabeza, cuello y pieza intermedia, y anormalidades de la cola. Por otra parte, las gotas
citoplasmaticas proximales y distales se contaron como entidades separadas.

La prueba ORT se realizd tal y como fue descrita por Rodriguez-Gil y Rigau (12).
Asimismo, la prueba HRT se llevo a cabo tal y como fue descrita en (10). De acuerdo
con esta descripcion, la prueba HRT se baso en la relacion existente entre el porcentaje
de viabilidad observado en una muestra colocada en un medio hiperosmotico y el
porcentaje de viabilidad en la misma muestra sometida a un cambio brusco de
osmolaridad desde un medio hiperosmotico a otro isosmotico. Esta relacion se expreso

mediante la formula:

HRT = VD/VU
En donde VD es el porcentaje de viabilidad en el medio isosmético final y VU es el
porcentaje de viabilidad en el medio hiperosmoético inicial. Finalmente, el ritmo de
produccion de L-lactato se determiné siguiendo el procedimiento descrito en (9).
2.3. Andlisis estadisticos.
Todos los datos recogidos fueron analizados por medio del paquete estadistico
SAS/STAT (13). Se utilizé la prueba de Chi-cuadrado para determinar la posible

diferencia significativa entre grupos en todos los parametros estudiados.
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3. RESULTADOS.

3.1. Evolucion dependiente del tiempo de los porcentajes de viabilidad y de acrosomas
alterados en espermatozoides de cerdo conservados en diferentes diluyentes.

Los espermatozoides de cerdo conservados en un medio BTS mostraron un declive
progresivo en el porcentaje de viabilidad, que dependia del tiempo de conservacion.
Esta disminucion iba desde el 87,0+5,3% al inicio de la conservacion hasta el 66,3+4,7
% a las 168 horas (Fig.1A). Por otro lado, los diluyentes experimentales probados
mostraron diferentes efectos sobre este parametro. Asi, mientras los espermatozoides de
cerdo conservados en el diluyente D sufrian una disminucion muy marcada en su
viabilidad, la cual alcanzo 50,84+4,0% luego de 168 horas (Fig. 1A), los diluyentes B y
C mostraron una mayor capacidad que el BTS para el mantenimiento de la viabilidad.
De hecho, el diluyente B mostr6é una gran capacidad, de tal manera que no se observo
un descenso significativo de este pardmetro tras 168 horas de conservacion, respecto a
los valores de las muestras frescas (Fig. 1A).

Al mismo tiempo, también se observo un efecto dependiente del tiempo sobre el
porcentaje de acrosomas alterados. Asi, tal y como se observa en la Fig. 1B, los
espermatozoides conservados a 16-17°C en BTS sufrieron un progresivo incremento en
este porcentaje, que paso de 6,2+1,4% en muestras frescas a 74,6+5,0% tras 168 horas.
Resultados similares se observaron en espermatozoides diluidos en el medio D. Por el
contrario, las células diluidas en los medios A y B tuvieron sélo un ligero incremento en
el porcentaje de acrosomas alterados, alcanzando valores aproximados del 30% después
de 168 horas de conservacion (Fig. 1B). Finalmente, las células conservadas en el
medio C mostraron un aumento menor en el porcentaje de acrosomas alterados que el
observado en BTS y medio D, si bien este aumento era mucho mayor que el detectado

en los medios A y B (Fig.1B).

238



100

<[V A
&
g 80 -
=
g
S 60
40
0 24 48 96 168
° Tiempo (h)
<
é 801 g
8 60
<
E
2,
0 24 48 96 168
Tiempo (h)

Figura 1. Efecto del almacenamiento a 16°C-17°C en diferentes medios sobre los
Porcentajes de viabilidad y acrosomas alterados en espermatozoides de cerdo. Los
espermatozoides de cerdo fueron diluidos en el diluyente BTS (A) y en cuatro diferentes
medios experimentales A (v), B (o), C (v) y D(X), durante los tiempos indicados. La
composicion de los diferentes medios fue descrita en la seccion Materiales y

M¢étodos. A los tiempos indicados, los porcentajes de viabilidad (A) y acrosomas
alterados (B) fueron determinados. Los resultados fueron la media + S.E.M. de 8

experimentos diferentes.
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3.2. Evolucién dependiente del tiempo de los resultados obtenidos en las pruebas de
Resistencia Osmética y Resistencia Hiperosmotica en espermatozoides de cerdo
conservados en diferentes diluyentes.

Los espermatozoides de cerdo conservados también mostraron un declive progresivo,
dependiente del tiempo, en sus valores de ORT después de su dilucion en BTS de una
manera similar a lo descrito para el porcentaje de viabilidad. Asi, estos valores fueron
del 80,1+4,7% en muestras frescas hasta el 17,8+2,5% tras 168 horas de conservacion a
15-17°C (Fig. 2A). Resultados similares se observaron en los espermatozoides diluidos
en el medio D, mientras que aquellos conservados en los medios A y C mostraron un
declive menor, alcanzando valores de aproximadamente el 30% tras 168 horas (Fig.2A).
La mejor respuesta a la prueba ORT se observé en los espermatozoides diluidos en el
medio B, los cuales tenian una disminuciéon muy ligera, alcanzando valores del
49,2+3,2% tras168 horas de conservacion (Fig. 2B).

Los resultados observados en la prueba ORT fueron concordantes con los determinados
por la prueba HRT. Asi, los espermatozoides de cerdo conservados en BTS y medio D
mostraron un declive similar en HRT, con valores que eran aproximadamente de
0,90+0,02 en muestras frescas y de aproximadamente 0,20 tras 168 horas (Fig. 2B). Por
otro lado, el diluyente que mostr6 el menor declive en HRT fue de nuevo el diluyente B,
que alcanz6 valores en esta prueba de 0,47+0,02 tras la conservacion durante 168 horas
(Fig. 2B). Los medios A y C mostraron un declive de HRT maés intenso que el medio B,

pero menos que el de los espermatozoides conservados en BTS o medio D (Fig. 2B).
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Figura 2. Efecto del almacenamiento a 16°C-17°C en diferentes medios sobre los
resultados de las pruebas de ORT y HRT. Los espermatozoides de cerdo fueron
diluidos en el diluyente BTS (A), y en cuatro medios experimentales A (v), B (o), C (v)
D(X) durante los tiempos indicados. La composicion de los diferentes medios ha sido
descritos en la seccion Materiales y Métodos. A los tiempos indicados, los valores de
las pruebas de ORT (A) y HRT (B) fueron determinados en cada punto. Los resultados

fueron la media + S.E.M. de 8 diferentes experimentos.
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3.3. Evolucién dependiente del tiempo del ritmo de produccion de L-lactato de los
espermatozoides de cerdo conservados en distintos diluyentes.

Como en parametros anteriores, los espermatozoides de cerdo diluidos en BTS
mostraron un declive progresivo, dependiente del tiempo, de los valores de produccion
de L-lactato que pasé de 9,1£1,6 umol/ mg de proteina en eyaculados frescos hasta
5,14£0,4 umol/mg de proteina tras 168 horas de conservacion (Fig. 3). Un declive similar
en este parametro fue determinado en células diluidas en los medios A, C y D, e incluso
los valores en el medio D fueron mas bajos que los observados con BTS (Fig. 2B). No
obstante, los espermatozoides diluidos en medio B mostraron una evolucion diferente.
Se apreci6 un aumento en la formacion de L-lactato en estos espermatozoides durante
las primeras 24-48 horas de incubacién, con valores que alcanzaron 12,2+0,9 pmol/mg
de proteina tras 48 horas (Fig. 3). Con posterioridad a este incremento, se observo un
descenso en los valores de formacion de L-lactato, si bien la evaluacion a las 168 horas
de conservaciéon mostrdé que los valores de formacién de L-lactato estas condiciones

eran muy superiores a los observados en los otros medios (Fig. 3).
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Figura 3. Efecto del almacenamiento a 16°C-17°C en diferentes medios sobre el
ritmo de produccion de L-lactato resultante. Espermatozoides de cerdo fueron diluidos
en diluyente BTS (1), y en los diferentes medios experimentales A (v), B (o), C (v) D
(X), durante los tiempos indicados. La composicion de los diferentes medios fue
descrita en la seccion Materiales y Métodos. A los tiempos indicados, El ritmo de
produccion de L-lactato fue determinado en cada punto. Los resultados fueron la media

+ S.E.M. de 8 diferentes experimentos.
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4. DISCUSION.

Nuestros resultados muestran claramente que la composicion exacta, mas que la pura
cantidad de sustratos de energia, es un factor modulador muy importante que afecta la
capacidad de supervivencia de los espermatozoides de cerdo en refrigeracion. Esta
asercion se demuestra con claridad por el hecho de que diluyentes que incluyen una
concentracion final global de sustratos energéticos parecida muestran, en cambio,
capacidades de supervivencia muy diferentes, a pesar del parecido nivel en reservas
energéticas. Incluso el BTS, con una concentracion mucho mayor de un solo sustrato
energético que los diluyentes experimentales, mostré una capacidad de supervivencia
que no fue significantemente mejor. Este resultado podria relacionarse con el hecho de
que el flujo de energia maximo generalmente es logrado a concentraciones
relativamente bajas de sustratos energéticos en espermatozoides de mamiferos. Asi, los
espermatozoides de perro alcanzan su flujo energético maximo a concentraciones de
glucosa y fructosa tan bajos como 5-10 mM (14), que son mucho mas bajas que las
concentraciones de azucares normalmente utilizados en los diluyentes comerciales. Un
resultado similar se ha observado en espermatozoides de cerdo incubado con glucosa
(5), indicando asi que esta propiedad es probablemente general en mamiferos. Por lo
tanto, si se asume un ritmo optimo de flujo de energia, el mantenimiento del nivel de
energia interna adecuado de los espermatozoides de cerdo dependerd més del tipo que
de la cantidad total de sustratos energéticos a su disposicion.

En nuestro disefio experimental, el diluyente que produjo mejores resultados fue el que
tenia niveles relativamente altos de glucosa asociados a niveles bajos de lactato.
Teniendo en cuenta la exposicion arriba justificada, hay que resaltar el hecho de que
efecto conservador de este medio era mejor que el del BTS que contiene s6lo glucosa,

aunque a una concentracion mucho mas alta. Este resultado es un nuevo indicador de
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que una combinacion adecuada de sustratos energéticos podria provocar un mejor efecto
en la conservacion que la adicion de un solo sustrato energético en un diluyente,
indiferentemente del tipo y concentracion de este Unico sustrato. Por otro lado, hay que
destacar que las otras combinaciones, especialmente aquellas con concentraciones bajas
de glucosa, eran mucho menos eficaces. En este momento s6lo podemos especular sobre
los mecanismos que estdn detras de estas diferencias. Sin embargo, una posible
explicacion podria ser las diferentes via metabolicas por las que el espermatozoide de
cerdo obtiene su energia a partir de glucosa y de lactato. Asi, el metabolismo de la
glucosa es principalmente realizado a través de la glucdlisis, considerando que la
utilizacion de otras vias metabolicas como el ciclo de Krebs se encuentra muy reducida
en el espermatozoide de cerdo en eyaculados frescos (4). Al contrario, el ciclo de Krebs
parece ser la via mas importante para el metabolismo del lactato en el espermatozoide
de cerdo (6) y, obviamente, este sustrato no puede ser utilizado por la via glucolitica, ya
que el espermatozoide de cerdo carece de los mecanismos necesarios para poner en
marcha la gluconeogénesis (4). La presencia de dos sustratos energéticos que son
utilizados de manera diferente implicaria que el espermatozoide de cerdo debe modular
los ritmos las vias metabdlicas involucradas en la utilizacion de estos sustratos. De esta
manera, las células espermdticas optimizan su obtencién de energia a través de la
modulacion de estas dos vias metabolicas. En este sentido, hay que recordar que los
puntos de control de la via glucolitica en los espermatozoides de cerdo son
principalmente la captacion de hexosas y la actividad piruvato quinasa (5), mientras que
la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) es el principal punto de regulacion del ciclo
de Krebs (15). Hay que destacar que el control de las actividades piruvato quinasa y
LDH es muy dependiente de la relacion entre los niveles intracelulares de ADP y de

ATP (5,15). Todo ello parece indicar que uno de los principales mecanismos en el
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control simultdneo por parte del espermatozoide de cerdo de la glucolisis y el ciclo de
Krebs se lleva a cabo a través del control de los niveles intracelulares de ATP y de la
relacion ADP/ATP, las cuales modulan de forma directa el consumo de los diferentes
sustratos energéticos.

En conclusion, nuestros resultados indican que la eficiencia energética de los
espermatozoides de cerdo puede ser optimizada mediante la combinacion correcta de un
monosacarido y un sustrato energético no monosacarido. Esta optimizacion contribuiria
a un aumento en la capacidad de supervivencia de los espermatozoides de cerdo en
condiciones de refrigeracion. Asi, la combinacion exacta de varios sustratos energéticos
que son utilizados a través de vias metabdlicas diferentes deberia ser tomada en cuenta a
la hora de perfeccionar la composicion exacta de los diluyentes comerciales utilizados

en la conservacion de espermatozoides de cerdos refrigerados a 15-17°C.

5. AGRADECIMIENTOS.
Nosotros agradecemos al Sr. Chuck Simmons por su valiosa asistencia en la preparacion
de la version Inglesa de este manuscrito. Este trabajo fue financiado a través de la

concesion AGL-2001-2568 del “Ministerio de Ciencias y Tecnologia” (Espaiia).

6. REFERENCIAS

Bamba K, 1988: Evaluation of acrosomal integrity of boar spermatozoa by bright field
microcopy using an eosin-nigrosin stain. Theriogenology 29 1245-1251.

Calvin J, Tubbs PK, 1978: Mitochondrial transport processes and oxidation of NADH
by hypotonically —treated boar spermatozoa. Eur. J. Biochem. 89 315-320.

Gadea J, 2003: Semen extenders used in artificial insemination of swine. Spanish

Journal of Agricultural Research 1 17-27.

246



Jones AR, Chantrill LA, Cokinakis A, 1992: Metabolism of glycerol by mature boar
spermatozoa. J. Reprod. Fertil. 94 129-134.

Jones AR, 1997: Metabolism of lactate by mature boar spermatozoa. Reprod. Fertil.
Develop. 9227-232.

Marin S, Chiang K, Bassilian S, Lee W-N P, Boros LG, Fernandez-Novell JM,
Centelles JJ, Medrano A, Rodriguez-Gil JE, Cascante M, 2003: Metabolic strategy of
boar spermatozoa revealed by a metabolomic characterization. FEBS Let. 554 342-346.
Medrano A, Pena A, Rigau T, Rodriguez-Gil JE, 2003: Citrate and lactate as feasible
energy sources for boar spermatozoa. Reprod. Dom. Anim. 38 340.

Medrano A, Pena A, Rivera del Alamo M, Ramié L, Rigau T, Rodriguez-Gil J.E., 2004:
Utilization of different monosaccharides by boar sperm. Reprod. Dom. Anim. 39 259.
Quintero-Moreno A, Rigau T, Rodriguez-Gil JE, 2004: Regression analyses and motile
sperm subpopulation structure study as improving tools in boar semen quality analysis.
Theriogenology 61 673-690.

Rigau T, Piedrafita J, Reverter A, Canal M, Rodriguez-Gil JE, 1996: The rate of L-
lactate production: a feasible parameter for the fresh diluted boar semen quality
analysis. An. Reprod. Sci. 43 161-172.

Rigau T, Rivera M, Palomo MJ, Ferndndez-Novell JM, Mogas T, Ballester J, Pefa A,
Otaegui PJ, Guinovart JJ, Rodriguez-Gil JE, 2002: Differential effects of glucose and
fructose on hexose metabolism in dog spermatozoa. Reproduction 123 579-591.
Rodriguez-Gil JE, Rigau T, 1995: Effects of slight agitation on the quality of
refrigerated boar sperm. An. Reprod. Sci. 39 141-146.

SAS. SAS/STAC Sofware. Cary, NC: SAS Inst. Inc.; 1996.

247



CAPITULO VI:
DISCUSION GENERAL DE RESULTADOS

Los espermatozoides una vez que son eyaculados requieren de una produccion
permanente de ATP tanto para el mantenimiento de las estructuras celulares como para
la motilidad y la composicion de iones intracelulares. Para cumplir este requerimiento
los espermatozoides maduros de cerdo pueden utilizar varios sustratos intracelulares y
extracelulares (Kamp et al., 2003; Jones and Buba 2000).

El primer capitulo experimental de esta tesis doctoral se bas6 en el estudio de la
habilidad que presentan los espermatozoides de cerdo provenientes de eyaculados
frescos para la utilizacion de distintos sustratos extracelulares en la satisfaccion de sus
requerimientos energéticos (Jones et al., 1992; Jones, 1997; Jones and Connor., 2000;
Marin et al., 2003). Sin embargo, los monosacaridos constituyen la principal fuente de
energia para el espermatozoide de cerdo y la principal forma de utilizacién de estos
azucares es su metabolizacion por la via de la glucolisis.

En algunas especies, estos azucares son utilizados con la misma eficiencia. Sin
embargo en otras especies, el metabolismo de sustratos exdgenos puede servir para
funciones celulares especificas. La energia obtenida a través de otras vias de
metabolizacion de la glucosa (Ciclo de Krebs) y la fructosa (Jones and Connor ., 2000)
solo es el 5% del total de la energia producida por el aziucar (Marin et al., 2003).

El metabolismo de las hexosas juega un papel importante en la modulacion de la
generacion de energia para el funcionamiento y la supervivencia de los
espermatozoides. La glucoélisis tiene un rol importante en el suministro de ATP
destinado al movimiento de los espermatozoides (Mukai and Okuno., 2004) a pesar de
la creencia tradicionalmente aceptada acerca de que el ciclo de Krebs y la actividad

mitocondrial (y no la glucdlisis) son los que mantienen la motilidad espermatica.
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Los espermatozoides constituyen un buen ejemplo para el estudio de aspectos basicos
del control metabolico y el papel del ATP en las diferentes funciones celulares, tales
como: el mecanismo de la depresion metabolica durante la conservacion de la célula, los
canales metabdlicos en el citoplasma y la organizacién y regulacion de enzimas
glucoliticas; ya que en primer lugar, estas células pasan por distintos estados
metabolicos desde la espermiogénesis hasta ser eyaculados. En segundo lugar, por la
polaridad de los espermatozoides, en los cuales, las mitocondrias estan ubicadas en la
pieza principal de la cola y tienen ademas otro mecanismo de gestion energética que
esta situado en la cabeza del espermatozoide y es totalmente autonomo del metabolismo
energético ligado a las mitocondrias, y por ultimo porque los espermatozoides pueden
ser parcialmente demembranizados sin que ocurra pérdida de la motilidad (Kamp et al.,
1996). Asi, la utilizacion diferencial de cuatro monosacéridos distintos: glucosa,
fructosa, y manosa, los cuales entran al metabolismo energético por fosforilacion directa
(Lehninger et al., 1993) y el sorbitol que entra en la glucolisis a través de una via
indirecta,( Newsholme and Leech., 1983) nos permitieron evidenciar que la capacidad
metabodlica de dichos espermatozoides varia dependiendo del monosacarido utilizado
como fuente de energia.

Nuestros resultados muestran claramente que las diferencias observadas, en la
utilizacion de estos monosacaridos a través de la glucoélisis por los espermatozoides de
cerdo, tienen su base primaria en sus diferentes ritmos de fosforilacion por la
magquinaria celular. De los azucares utilizados en este estudio, la glucosa present6 la
mayor lactogenicidad y por tanto es la mas eficientemente utilizada, en cambio el
sorbitol, indujo un ritmo lactogénico bajo, lo cual podria deberse al hecho de ser el
unico de estos monosacaridos que es utilizado a través de una via indirecta muy

complicada.
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En relacidén a la utilizacion de la fructosa, nuestros resultados concuerdan con los
obtenidos por Jones y Connor (2000), con respecto a que los espermatozoides de cerdo
utilizan la fructosa con menor eficiencia que la glucosa. Esto es debido a dos factores:
1) la baja sensibilidad de la fructosa a la hexoquinasa cuando la comparamos con la
glucosa, y 2) la falta de una via alternativa para entrar a la glucolisis, catalizada por una
enzima fructoquinasa especifica. Esta actividad fructoquinasa se caracteriza por
fosforilar la fructosa a fructosa 1-fosfato en lugar de glucosa 6-fosfato. Estudios
llevados a cabo por nuestro laboratorio indican que los espermatozoides de cerdo tienen
niveles insignificantes de actividad fructoquinasa (resultados no publicados) y de esta
manera, la inica via para la utilizacion de la fructosa a través de la glucolisis es pasando
por la fosforilacion mediada por hexoquinasa.

En resumen, la glucosa es fosforilada mucho mas rapidamente y en mayor intensidad
por la actividad hexoquinasa que los otros tres azlicares utilizados en este estudio, lo
que provoca una mejor y mas rapida formacion de G 6-P que se metaboliza en la
glucdlisis. Hasta el momento, desconocemos cual es la finalidad de los espermatozoides
de cerdo para el desarrollo de esta especializacion de los sustratos utilizados, aunque
quizas una posible explicacion seria el uso, por parte de los espermatozoides de estos
azucares, no s6lo como fuente de energia sino también como sefalizadotes funcionales.
El segundo capitulo experimental de esta tesis se centrd en la utilizacién de sustratos
exdgenos no monosacaridos por parte de los espermatozoides de cerdo para gestionar la
satisfaccion de sus requerimientos de ATP tras la eyaculacion. De nuestros resultados se
desprende que los espermatozoides provenientes de eyaculados frescos de cerdo pueden
utilizar eficientemente tanto el citrato como el lactato como unica fuente de energia, en

ausencia de cualquier otro sustrato energético, como se refleja por el incremento de los
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niveles intracelulares de ATP inducidos por la utilizacion de ambos sustratos en el
medio de mantenimiento.

Cuando hay sustratos extracelulares para la glucélisis los espermatozoides son
capaces de metabolizar esos sustratos por via glucolitica para proveer energia para el
movimiento del flagelo, pero cuando hay poco sustrato para la glucolisis, los
espermatozoides pueden metabolizar sustratos respiratorios (Mukai and Okuno., 2004).

Nuestros resultados indican claramente que la metabolizacion de citrato y lactato
mantiene niveles intracelulares de ATP en limites casi iguales a los encontrados en
espermatozoides frescos recién obtenidos. Esto sugiere que los espermatozoides de
cerdo pueden utilizar el lactato y el citrato para el mantenimiento de sus funciones
basicas en ausencia de otros sustratos exogenos que puedan tener un mayor potencial
energético como es el caso de la glucosa o la fructosa.

En este estudio, la medicion de pardmetros metabolicos asi como otros parametros
mas generales tales como: viabilidad y porcentaje de acrosomas alterados arrojaron
resultados bastante similares a los obtenidos por Jones en un trabajo anterior (Jones.,
1997). Y de dichos resultados se desprende que los espermatozoides de cerdo pueden
metabolizar ambos compuestos por una via metabdlica regulada por la actividad de la
LDH. Es necesario sefialar que los espermatozoides de mamifero presentan una
isoforma especifica de LDH, tal y como ha sido descrito en otras especies (Coronel et
al., 1983; Pan et al., 1983; Pawloski and Brinkmann., 1992; Jones, 1997). Mediante la
realizacion de estudios inmunohistoquimicos pudimos comprobar que los
espermatozoides de cerdo presentan un isotipo de LDH especifico de esperma,
localizada principalmente en la pieza principal de la cola.

En la actualidad, existen discrepancias acerca de la existencia de una via

gluconeogénica en los espermatozoides de cerdo, ya que aunque es generalmente
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aceptado que el espermatozoide de cerdo carece de una via gluconeogénica funcional
Marin et al., 2003), algunos autores indican que esta via puede ser activa en
espermatozoides de mamiferos y por tanto podria serlo en los espermatozoides de cerdo,
en concordancia con hechos como el de lograr el mantenimiento de la capacitacion “in
vitro” en medios carentes de azucares (Albarracin et al., 2004).

Una vez estudiados los distintos sustratos energéticos que pueden ser utilizados por
los espermatozoides frescos de cerdo, nos dedicamos a la realizacion del tercer capitulo
experimental de esta tesis cuyo fin primordial conllevd la elaboracion de cuatro
diluyentes experimentales que permitan optimizar los componentes de los diluyentes de
conservacion de semen porcino refrigerado para lograr un periodo de utilizacién del
semen durante 8-14 dias, que permita un méximo aprovechamiento de los recursos
genéticos existentes.

La inseminacion artificial es la tecnologia reproductiva utilizada mundialmente para
lograr el mejoramiento genético de las distintas especies y en la mayoria de éstas, el
semen utilizado para inseminacion artificial es semen congelado, ya que la congelacion
de espermatozoides ofrece la posibilidad de almacenamiento de este material genético
por largos periodos de tiempo, eliminando ademas las dificultades asociadas con el
traslado de animales o de semen fresco a través de largas distancias.

Sin embargo, en los actuales momentos la congelacion de semen de cerdo presenta
resultados poco satisfactorios a causa de su particular sensibilidad al choque frio que lo
hace menos tolerante a la disminucién de temperatura cuando lo comparamos con
espermatozoides de otras especies domésticas (Althouse et al., 1998). Por esta razon, la
practica comercial habitual, es la de mantener semen de cerdo diluido a temperaturas
entre 15-20 ° C hasta ser utilizado para [A durante un periodo de tiempo bastante corto.

Los centros de IA y los propietarios de granjas porcinas estdn muy interesados en la
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consecucion de un diluyente que permita un periodo de preservacion del semen mas
largo que el obtenido con los diluyentes comerciales encontrados en el mercado.

Los diluyentes de larga duracion deben preservar no solo la viabilidad de la célula
espermadtica, sino ademas, mantener la motilidad (Vyt et al., 2004) ya que ambos
parametros son muy importantes para que pueda efectuarse la fecundacion.

La viabilidad del semen de cerdo diluido con diferentes diluyentes comerciales ha
sido estudiada por varios autores (Jonson et al., 1982; Maxwell et al., 1987; Toniolli et
al., 1996; Zou and Yang., 1999). En nuestro estudio utilizamos semen fresco de cerdo
mantenido en 4 diluyentes experimentales durante un periodo de mas de 7 dias.
Pudimos observar un declive en la viabilidad desde un 87% hasta un 66% en el
transcurso de los dias del experimento. Partiendo del conocimiento de que la motilidad
espermatica estd directamente relacionada con la funcionalidad de dichas células y por
tanto el patron de movimiento del espermatozoide puede correlacionarse con pruebas de
calidad seminal, tales como: Test de Resistencia Osmética (ORT) y Test de Resistencia

Hiperosmotica (HRT). (Quintero-Moreno, A., 2004).
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CAPITULO VII:

CONCLUSIONES

1. El uso diferenciado de los monosacéridos por parte de los espermatozoides de
cerdo con fines energéticos se basa principalmente en la sensibilidad de dichos
monosacaridos frente a la actividad hexoquinasa total, ya que la captacion y
posterior fosforilacion de estos, es el primer paso importante en la regulacion del

metabolismo de las hexosas.

2. El segundo paso de importancia en la regulacion del metabolismo de las
hexosas, viene dado por la modulacion de la actividad piruvato quinasa, que a su

vez es regulada por el equilibrio intra celular de la relacion ADP/ATP.

3.  El ritmo metabodlico del espermatozoide de cerdo esta regulado tanto por el
monosacarido especifico presente en el medio como por los niveles de metabolitos

energéticos intra celulares.

4, Los espermatozoides tienen la capacidad de metabolizar de manera eficaz
sustratos no monosacaridos, como citrato y lactato, en ausencia de monosacaridos

para poder suplir sus necesidades energéticas.

5. Los espermatozoides de cerdo metabolizan tanto el lactato como el citrato “por

una via metabdlica regulada por la lactato deshidrogenasa, de la que presentan dos

actividades cinéticas diferentes.
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6. La eficiencia energética de los espermatozoides de cerdo puede ser optimizada
mediante la combinacion correcta de un monosacarido y un sustrato energético no
monosacarido, lo que repercutiria en una mayor capacidad de supervivencia en
condiciones de refrigeracion. Esta combinacion de sustratos energéticos que se
utilicen por vias metabdlicas diferentes, deberia tomarse en cuenta a la hora de
disefiar la composicion exacta de los diluyentes comerciales utilizados en la

conservacion se semen de cerdo en refrigeracion.
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