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“Si en la vida la riqueza es una posesion deseable, ;Qué cosa mds rica que
la sabiduria que todo lo hace? Si la inteligencia es creadora, ¢Quién sino la
sabiduria es el artifice de cuanto existe?”

SABIDURIA Cap: 8 Vers:5y 6

Somos tierra fértil que se abona cada dia por las
manos de aquellos que nos apoyan y nos aman. A
mis padres, hermanos y amigos, por cultivar la
semilla sembrada en el pasado de la cual hoy

recojo sus frutos.
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ABSTRACT

Fish spermatozoa are quiescent in the seminal plasma and become active, only when
they are spawned into the aqueous environment. We evaluate the ionic balance effect on
inhibition and activation sperm motility procedures in Brycon henni (sabaleta). We
prepared isosmotic solutions with all possible combination of ions Ca?*, K*, Mg?* y Na*
and we made too a control solution with out ions but isosmotic to seminal plasma
adding manitol. The sperm was diluted 1:1000 in which solution, it was incubated along
one hour at 20°C and finally the spermatozoa were activated with a hiposmotic solution.
The motility percentage and activation time were measured. The plasmatic membrane
potential was evaluated by flow cytometry with Oxonol dye, and the fluorescence
intensity was took every 15 seconds along two minutes. Furthermore we exanimate the
K*, Ca®*" and Na* channel blockers effect on motility and activation time. The results
showed that the motility percentage was highest when the sperm was incubated in all
solutions which contain K* (p<0.05), in other hand, the highest activation times were
present when the spermatozoa were incubated in Na* and/or Mg?* solutions (p< 0.05).
With any incubation solution, it was an evident membrane potential change since 15
seconds of activation. When we blocked the K*, Ca?* and Na* channels, the motility
percentage was no affected, but the activation time was shorter than we did not use ion
channel blockers (p<0.05). The potassium trigger motility at any concentration from 1
mM until 105 mM; however, the motility was hardly affect (p<0.05) when potassium

concentration was higher than 140 mM. The mitochondria membrane potential change
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was detected in the spermatozoa, even after they end their movement. We concluded,
the interaction among ionic balance, membrane potential change and the intracellular

signals is fundamental to the sperm activation in Brycon henni.

Key words: lonic balance, Channel bloquers, Membrane potential, Oxonol.

RESUMEN

En los peces, los espermatozoides se encuentran inmoviles en el plasma seminal y
solamente se activan cuando son eyaculados al agua. En el presente estudio se evaluo el
efecto del balance idnico en los procesos de inhibicion y activacion de la movilidad
espermatica en Brycon henni (sabaleta). Se prepararon soluciones isosméticas teniendo
en cuenta las posibles combinaciones de los iones Ca?*, K*, Mg?* y Na*y se elabor6 una
solucion control sin ningun ion e isosmotica al plasma seminal a partir de manitol. El
semen se diluyd 1:1000 en cada solucidn, se incubo por una hora a 20°C y se activé con
una solucion hiposmotica. Se midid el porcentaje de movilidad y el tiempo de
activacion. El potencial de membrana plasmatica se evalud por citometria de flujo con
el fluorocromo Oxonol, y se midié la intensidad media de fluorescencia cada 15
segundos durante dos minutos. Ademas se examino el efecto de los bloqueadores de
canales de K*, Ca?*y Na' sobre la movilidad y tiempo de activacion. Los resultados
mostraron que el porcentaje de movilidad fue mayor cuando se incub6 el semen en las
soluciones que contuvieron K* (p<0.05), pero los mayores tiempos de activacion se
presentaron cuando los espermatozoides se incubaron en soluciones con Na* y/o Mg?*
(p< 0.05). Con cualquier solucion de incubacion se produjo un cambio de potencial de
membrana evidente desde los 15 segundos de activacién. Al bloquear los canales de K™,
Ca?"y de Na* no se afecto el porcentaje de movilidad, pero si disminuyd el tiempo de
activacion (p<0.05). El potasio desencadena movilidad, a cualquier concentracion hasta
105 mM; sin embargo, la movilidad se afectd drasticamente (p<0.05) a concentraciones
superiores a 140 mM. Se observo cambio de potencial de membrana mitocondrial que
permanece en los espermatozoides que se activan, aun después de que dejaron de
moverse. Nuestros resultados, llevan a la conclusion que la interaccion del balance
ionico con los cambios de potencial de membrana y la sefializacion intracelular son

fundamentales para la activacion de la movilidad espermética en Brycon henni.



Palabras clave: Balance iénico, bloqueadores de canales, potencial de membrana,
Oxonol.

I. INTRODUCCION

Brycon henni (Eigenmann 1913), reconocida en nombre como Sabaleta, es una especie
endémica colombiana, reofilica y migratoria que habita los cuerpos de agua de zonas
cafeteras comprendidos entre los 4°35°56°’ latitud norte y 74°04°51”’ longitud oeste,
con temperaturas de agua que oscilan entre los 18 y los 28 °C. La pesca de esta especie
estd legalmente normatizada en espera de un estudio que determine la condicion de
posible riesgo (Resolucion 0814 de 1962.000 Ministerio de Agricultura). B. henni
representa importancia econémica, productiva, recreativa (Dahl, 1971, Useche et al.,
1993) y en seguridad alimentaria. Se han realizado investigaciones en aspectos de su
biologia, ecologia, nutricion y reproduccion (Miles, 1947; Herndndez, 1971; Builes y
Urén, 1974; Plata, 1977; Perdomo, 1978). Sin embargo, su produccién en cautiverio ha
sido poco exitosa, y el conociminto basico acerca de la fisilogia de sus gametos esta aln
inexplorada. Estudios que aborden aspectos como: el efecto del balance idnico, el
cambio de potencial de membrana y el efecto de bloqueadores de canales idnicos
durante la activacion de la movilidad espermética, son fundamentales para el
entendimiento de todo el complejo que enmarca la perpetuacién de la especie y su
conservacion en las poblaciones naturales, favoreciendo ademéas el desarrollo de

técnicas adecuadas para su explotacién comercial.

Respecto a los factores que influyen en la reproduccion, Strissmann et al., (1996) y
Blazquez et al., (1998), demostraron que el fotoperiodo y la pluviosidad influyen en la
maduracion sexual de los peces de la familia Atherinidae; y Baroiller et al., (1999) y
Devlin y Nagahama (2002), demostraron que estas dos variables influyen en la
diferenciacion gonadal de los teledsteos en general. El brillo solar y las lluvias influyen
en la funcion testicular, mediante la induccion de la produccion de melatonina
(Paniagua et al. 1990); por lo tanto, la manipulacion de estas variables ambientales
podria acelerar o retrazar el funcionamiento gonadal de los peces en cautiverio para

controlar asi su espermiacién (ligo y Aida 1995, Nash 1999).



Investigaciones realizadas en nuestro grupo (Tabares et al., 2005), demostraron que en
cautiverio, los machos de sabaleta presentan madurez gonadal durante 10 de los 12
meses del afio con una tendencia a producir mayor cantidad de semen entre noviembre y
marzo. Las caracteristicas seminales como el color (blanco cremoso), la osmolalidad del
plasma (299.9+ 5.2 mOsm/kg) y el pH (7.5+0.5) son similares durante todo el afio. El
rango de produccion de semen oscila entre 0.8 y 5.0 x 10%° espermatozoides/ml y el
volumen entre 3 y 2200 pl, siendo los meses de mayor cantidad: noviembre, diciembre,
enero, marzo y mayo. El porcentaje de espermatozoides mdviles esta entre 5y 90 %,
con un tiempo de activacion de 62 + 15.8 seg. La viabilidad oscila entre el 12 y el
100%. La morfologia de la cabeza es rhabdiformes en un 60 a 100% de los
espermatozoides, el plasma seminal presento una composicion iénica de Ca?*, K*, Mg?*

y Na" a concentraciones de 0.87, 37.3, 0.83 y 122.8 mM respectivamente.

1. Fisiologia de la activacion espermatica en peces dulceacuicolas: Cuando los
espermatozoides de peces son liberados al agua, cuentan con un breve periodo de
activacion, expresada en porcentaje de espermatozoides que se mueven, a un tiempo y a
una velocidad de desplazamiento progresivo. En la mayoria de teledsteos los
espermatozoides no poseen acrosoma, ya que entran a través del micropilo de la ova
(Andrade et al., 2001; Grassiotto et al., 2001). Una vez liberadas las ovas en el agua, se
hidratan y cierran el micrépilo, por lo cual los espermatozoides eyaculados deben
activarse y desplazarse en el agua para lograr la fertilizacion antes del cierre del
micrépilo para lo cual los gametos masculinos tienen un tiempo promedio de 62

segundos (Cosson et al., 1999).

2. Adquisicion de la capacidad para la movilidad espermatica: Los espermatozoides
de los peces s6lo son méviles cuando salen al agua siendo inmaviles en el testiculo y en
muchas especies también en el plasma seminal (Mdiller et al, 1994). Mochida et al.,
1999, sugieren que los espermatozoides de peces dulceacuicolas, maduran y adquieren
capacidad de activacion durante el pasaje a través del conducto espermatico cuyo fluido
(plasma seminal) es de pH basico y rico en bicarbonato (HCO3). Por otra parte Ohta et
al 2001, afirman que el movimiento transmembranal del HCO3 seria el responsable del

aumento del pH intracelular (pHi) y podria regular la produccion de adenosina



monofosfato ciclico (AMPc), lo cual favorece la activavion de la dinein-ATPasa
importante para iniciar la movilidad. Posiblemente las células epiteliales del conducto
espermatico ejercen el control sobre la capacidad de adquirir movilidad del
espermatozoide, regulando el pH del semen por secreciones acido/bases (Ingerman et
al., 2002). Esto se comprobd tras el intento fallido de activar espermatozoides de Ayu
(Plecoglossus altivelis) obtenidos directamente de tejido testicular, donde los valores de
de HCOz" y por lo tanto del pH son menores que en el conducto espermatico (Ohta et
al., 2001). Los cambios en las concentraciones extracelulares de K*, Na*, HCOs", y/o
iones hidrégeno entre el plasma seminal y el medio acuoso, sugieren que el balance
i6nico también esta involucrado en la adquisicion de la capacidad para la activacién de
la movilidad (Ohta et al., 2001).

3. Plasma seminal: Las caracteristicas de pH, balance idnico y osmolalidad que
mantienen los espermatozoides inmoviles en el plasma seminal varian entre las especies
(tabla 1)

Tabla 1. Composicion del plasma seminal en diferentes especies

Especie pH Osmolalidad Composicion i6nica del plasma seminal en mM Referencia
(mOsm/kg) Na* K* Ca™ Mg*™*

Plecoglossus altivelis 130 11,4 0,6 2,3 Ohta et al., 2001
(Ayad)
Oncorhynchus mykiss 122,2 30,4 1,10 0,85 Glogowski et al.,
(Trucha arcoiris) 2000
Oncorhynchus mykiss 8+ 0,2 Lahnsteiner  etal.,
(Trucha arcoiris) 1998
Salvelinus fontinalis 300+ 11 119+ 13 25,1+ 6,1 Marshall 1986
(Trucha de arroyo)
Cyprinus carpio (Carpa 55 82,4 2 0,8 Ohta 'y Tsuji 1998
comdn)
Cyprinus carpio (Carpa 7,05+ 0,11 Krasznai et al., 1995
comun)
Cyprinus carpio (Carpa 8,28+0,12 305 63 + 10 87 + 16 0,4+0,09 1,2+0,20 | Marian Terez etal.,
comun) 1997
Oreochromis 290 + 24 142,3+ 21,3 50,7+7 2 + 0,77 0,18+0,17 | Moritaetal., 2003
mossanbicus (Tilapia)
Cottus hangiongensis 317+ 8,9 Ohta y Shinriki 1998
(Pez remo)
Morone saxatilis (Perca 7,6+ 0,04 115+ 7 56,1+5,6 0,5+0,2 He et al., 2004
rayada)
Brycon henni (Sabaleta) 7,45+ 0,49 299,9-5,2 169 — 508* 22,56 — 55,8* 1,5-4,15* 2,42 - 7,74* | Tabares et al., 2005.

* Rango de valores a lo largo de un afio de estudio.
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4. Inhibicion, canales ionicos, iones y activacion: Las principales estructuras
involucradas en la movilidad espermatica son: a) la membrana plasmética que regula el
paso de iones entre el citosol y el medio externo (Darszon et al., 1999; Cosson, 1999);
b) las mitocondrias que regulan el balance de Ca?*, K* y Mg?" intracelular (Garlid y
Paucek, 2003) y producen el ATP necesario para el movimiento del complejo axonema
(Lahnsteiner et al., 1998; 1999) y c) el flagelo que es la estructura encargada de
moverse en batido y en serpenteo (Cosson et al., 2000). En el momento de la
eyaculacion, el semen de tele6steos es diluido en el agua donde enfrenta diferentes
factores como el choque hiposmotico (Krasznai et al., 1995), el cambio de balance
ionico (Mérian et al., 1997) y el pH (Ohta et al., 2001), desencadenandose una serie de
eventos que conducen al cambio de potencial y la activacion (Cosson et al., 1999;
Maérian et al., 1993).

Relacionados al mecanismo de activacion espermaética en teledsteos, se han descrito
varios tipos de canales idnicos: los de poro abierto que funcionan a favor de gradiente
(Felix et al., 2004); los de compuerta que son canales activados mecanicamente y se
abren cuando la membrana plasmatica se estira por turgencia (Cosson et al., 1999;
Krasznai et al., 2003), los canales dependientes de voltaje que se activan con el cambio
en el potencial de membrana (Krasznai et al., 2000; Felix et al., 2004); los canales de
ligando, donde proteinas especificas se unen a su receptor provocando la apertura del
canal (Felix et al., 2004) y los intercambiadores donde se aprovecha la energia generada
por el paso de un ion a favor de gradiente para el paso de otro ion en sentido contrario
(Vines et al., 2002). De esta forma, el balance iénico esta determinado por la
funcionalidad de los canales de membrana y el flujo de iones a traves de estos, se ha
encontrado que el K* y el Ca®* son los iones mas importantes en el proceso de
activacion de la movilidad de los espermatozoides de peces de agua dulce (Cosson et
al., 1999). El mecanismo de regulacion ionica esta dado por la interaccion entre
osmolalidad, potencial de membrana y apertura de canales, asi como por el CO; disuelto
en equilibrio con el NaHCOz3™ (Cosson et al., 1999). El pHi cambia con el flujo de iones
a través de la membrana, generando un medio adecuado para la interaccion de diferentes

compuestos involucrados con la activacion (Sierra y Olivera, 2000).
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5. Modelo de activacion: Cuando los espermatozoides estdn inmoviles en el plasma
seminal, la membrana plasmatica se encuentra en reposo con un potencial de -2.6 mV,
los canales de compuerta se encuentran inactivos y los iones potasio y sodio tienden a
mantener un equilibrio a nivel intra y extracelular (Krasznai et al., 2003).

Partiendo de este estado de quiescencia del espermatozoide, el modelo de activacion
propuesto comprende las siguientes etapas:

a) Choque hiposmotico: Una vez, los espermatozoides salen al medio acuoso, sufren
un choque hiposm@tico, y sucede una cascada de eventos que conducen al inicio de la
movilidad espermaética (Fig.1). Asi, la diferencia de osmolalidad entre el interior y
exterior celular, provoca la entrada de agua al interior del espermatozoide a través de las
acuaporinas (canales epecializados en el transporte de agua a través de la membrana)
(Yool y Stamer, 2004), esto ocasiona un cambio en la arquitectura de la membrana
(turgencia) lo que activa los canales de estiramiento de K* (Krasznai et al., 2003) y por
consiguiente la salida de este al medio extracelular tratando de mantenerse en equilibrio
a ambos lados de la membrana. Por otro lado, el choque hiposmoético diluye los iones

extracelulares.

b) Diferencia y cambio de potencial de membrana: La membrana espermaética en
condiciones isosméticas tiene un potencial de -2.6 mV (Krasznai et al., 2003), cuando el
semen es diluido en medio hiposmotico, los iones externos son lavados generando una
diferencia de potencial lo cual activa los canales de K* dependientes de voltaje,
conllevando a la salida de K* al medio extracelular y ocasionando la hiperpolarizacion
de la membrana, hasta -29 mV (Krasznai et al., 2003). La hiperpolarizaciéon de
membrana activa los canales de Ca?* dependientes de voltaje, entra el Ca?* a la célula,
se une a proteinas como la Calmodulina la cual de esta forma se vuelve funcional,
sirviendo de ligando en el receptor del antiporter Na*/Ca?* para activarlo (Vines et al.,
2002) y para la apertura de los canales de Ca?* de las mitocondrias (Kaczmarek y Jonas,
2004).

¢) Regulacién mitocondrial: las mitocondrias son escasas y se encuentran en la pieza
media que ocupa la parte posterior de la cabeza (Manssur et al., 2002), regulan el
balance ionico de K*, Ca?" y Mg?* (Garlid y Paucek 2003) y son las encargadas de
realizar el metabolismo de glucosa para produccion de ATP (Lahnsteiner et al., 1999;

Manssur et al., 2003), el cual proporcionara la energia para el movimiento del flagelo
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(Cosson et al., 2000). El incremento de Ca?* intracelular en los primeros segundos es
del 66%, ya sea de origen externo o a partir de las reservas mitocondriales,
constituyendo la sefial para la iniciacion de la movilidad del flagelo (Krasznai et al.,
2000). El factor limitante para mantener la movilidad es el ATP producido por
fosfoliracion oxidativa (Lahnsteiner et al., 1999) a partir de precursores producto de la
glucolisis aerdbica y el ciclo del &cido tricarboxilico (Lahnsteiner et al., 1998; 1999). La

sefial para el inicio de la cadena respiratoria seria dada por cofactores como Ca?* y Mg?*

Espermatozoide inmovil (Ambiente Isosmético) Antiporte
K+ K Na Ca2+

. ,,

m el b nm(mrrl I )
4 "?';';“ -
b & K

Espermatozoide Activo (Ambiente hiposmético)

H2
o
- '._!"= i ¥ \;ﬁ".“(.‘:f")g'"
e -29m-
rc‘.ii‘:i'
Mg2+ '
, MOt~ 56 3
Dinein ‘\m &

R kS

" ATPasa

Modelo de activacion espermatica en peces de agua dulce. G: glucosa, GA: glucdlisis anaerdbica, FO:
fosforilacion oxidativa. AC: Adenil ciclasa.

Adaptado y modificado de: www.sigmaaldrich.com, www.marcobueno.net, www.chemistry.emory.edu,

(Garrid, 1994). En la mayoria de peces, la movilidad termina en un corto tiempo
probablemente porque la actividad metabdlica de la mitocondria genera desequilibrio en

sus propias condiciones éptimas de metabolismo y funcionalidad. Esto parece ser
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reversible, ya que al adicionar precursores como ATP o piruvato en soluciones idnicas

la movilidad se puede prolongar (Lahnsteiner et al., 1999) o reactivar (Linhart, 2002).

d) Funcion flagelar: El Ca?* interviene en la activacion de la adenil ciclasa (AC), la
cual genera la produccion de AMPc que activa quinazas para la fosforilacion de
proteinas importante en la funcionalidad del complejo axonema dentro del flagelo. El
complejo axonema esta constituido por nueve pares de microtibulos periféricos (en
microtibulos A y B) y un par central, cuyo funcionamiento depende de la dinein-
ATPasa, la cual hidroliza el ATP producido en la mitocondria, y éste se asocia al Mg?*
que actua como cofactor; asi, la energia liberada de esta reaccion, favorece el
deslizamiento de los brazos de dineina del microtubulo B, sobre la tubulina del
microtibulo A del par contiguo, generandose una onda en los nueve pares de
microtubulos que provoca el movimiento en serpenteo del flagelo y a su vez el par
central genera el movimiento en batido del espermatozoide (Eddy y O’Brien, 1994;
Inaba et al., 1998; Cosson et al., 1999), procurando un desplazamiento progresivo y
rectilineo cuyo objetivo es encontrar el micropilo.

El objetivo general de este estudio es avanzar en el conocimiento de la fisiologia
espermatica en B. henni, los especificos son: estudiar el efecto del balance ionico, sobre
la activacion espermaética, asociar el cambio de potencial de membrana espermatica y
mitocondrial con el balance ionico y relacionar el efecto de los bloqueadores de canales

de Na+, K+ y Ca2+, con la movilidad y el tiempo de activacion.

Il. MATERIALES Y METODOS

1. Animales y manejo de las muestras

A partir de peces mantenidos en cautiverio durante un afio y en la época de mayor
produccién seminal (entre noviembre y marzo), se obtuvieron las muestras de semen
por masaje craneo caudal a nivel abdominal. El semen fue colectado en tubos cénicos
de 1.5 ml. y transportado y conservados a 4°C hasta su analisis en el laboratorio. En

todos los ensayos, un mismo observador evaluo las muestras (Anexo 1).
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2. Soluciones ionicas

A partir de la caracterizacion previa del plasma seminal de Brycon henni® (Tabares et
al., 2005), se prepararon 15 soluciones isosmoticas (Tabla 1) con combinaciones de los
iones Ca?*, K*, Mg?* y Na*, ajustando el pH con NaOH, y la osmolalidad con manitol.
El control negativo fue una solucion isosmética de manitol dada su inocuidad para los
espermatozoides y sus propiedades osmoticas no ionicas. El control positivo fue una
solucion con las mismas concentraciones del plasma seminal. Todas las soluciones

fueron buferadas con Hepes 20 mM. (Anexo 2)

Tabla 2: Composicion de las soluciones isosméticas.

Soluci Composicién
on
1 Ca+2, Na+, Mg+2, K+
2 Ca+2, Na+, Mg+2
3 Ca+2, Na+, K+
4 Cat+2, Mg+2, K+
5 Na+, Mg+2, K+
6 Ca+2, Na+
7 Cat+2, Mg+2
8 Cat+2, K+
9 Na+, Mg+2
10 Na+, K+
11 Mg+2, K+
12 Mg+2
13 K+
14 Na+
15 Ca+2
16 Manitol

3. Efecto de la incubacién en soluciones ionicas sobre la movilidad y el tiempo de
activacion

Para saber cuales son los iones que determinan el comienzo de la activacion y la
duracion del movimiento, el semen fue diluido 1:1000 en cada una de las 16 soluciones,
incubado por una hora a 20°C y activado con una solucion hiposmotica (solucion
activadora) a 20 mOsmo/kg a partir de agua destilada y Hepes 20mM. Usando un
microscopio invertido de contraste de fase Nikon TMS-F 211571 a 40 aumentos, se
calculd cualitativamente, el porcentaje de espermatozoides que adquirieron movilidad y
cuantitativamente el tiempo que duro6 la misma en segundos. Para la evaluacion de todas
las variables se mantuvo una proporcion 1:3 entre soluciones tratamiento y solucion
activadora (Adaptado de Ohta et al., 1998; Krasznai et al., 2003).

175 +/-0.5 de pH, 299.9 mOsm/kg, y una composicion ionica de Ca?*, K*, Mg?* y Na*a concentraciones
de 0.87, 37.3, 0.83 y 122.8 mM respectivamente (Tabares et al., 2005).
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4. Efecto de los iones sobre el potencial de membrana plasmatica

Para evaluar el potencial de la membrana plasmatica, se usé el fluorocromo Oxonol
(bis-(&cido 1.3-dibutylbarbiturico) trimethine oxonol (DIBACs-3), que tiene alta
afinidad por los lipidos de las membrana en reposo. Los cambios de potencial de
membrana producen desprendimiento del fluorocromo y pérdida de intensidad de
fluorescencia (Haugland 1996). Espermatozoides inmoviles (5x10° espermatozoides/ml)
incubados con Oxonol a 1 uM, por una hora a 20°C; fueron activados y se registro la
intensidad media de fluorescencia (IMF) cada 15 segundos durante dos minutos en un
citdbmetro de flujo FASC SORT (Becton Dickinson, USA), a una longitud de onda de
excitacion a 488 nm y entre 200-400 mW (Anexo 4).

5. Efecto de los bloqueadores de canales ionicos sobre la movilidad y tiempo de
activacion.

Para saber si la activacion es debida a la apertura de canales i6nicos, se usaron en la
solucion activadora (agua destilada y Hepes 20mM), bloqueadores competidores por
dichos canales, a diferentes concentraciones. Como bloqueador de canal de Na* se uso
amiloride (100 pM, 500 uM y 1mM), para bloguear los canales de K*, 4-aminopiridina
(5mM, 25mM y 50mM) y como bloqueador de canales de Ca2*, verapamilo (100 pM,
500 uM y ImM). Los bloqueadores se evaluaron en forma individual en cada una de sus
concentraciones y en conjunto a la mayor concentracion usada en los ensayos
independientes. El semen fue diluido 1:1000 en solucién isosmotica e incubado por una
hora a 20°C, luego se activaron con las soluciones individuales correspondientes al
blogueador respectivo, o con el conjunto de bloqueadores, luego, se calcul6 el
porcentaje de movilidad y el tiempo. EI control negativo fue una solucién activadora

(agua destilada y Hepes 20mM) sin ningun bloqueador. (Anexo 3).

6. Efecto de la concentracidn de potasio sobre la movilidad y el tiempo de
activacion

Para saber a que concentraciones el potasio puede iniciar la movilidad, se realizaron 9
soluciones isosmoticas: 1mM, 5mM, 10 mM, 15 mM, 35 mM, 70 mM, 105 mM y 140
mM, ademas de dos soluciones control: una sin K* pero isosmolar al plasma seminal, y
otra con los iones Ca?*, K*, Mg?" y Na* en iguales concentraciones a las del plasma

seminal. (Anexo 2).
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7. Cambio de potencial de membrana mitocondrial
Para saber si durante la activacion cambia el potencial de membrana mitocondrial se

realizd una evaluacién cualitativa usando el fluorocromo Jc-1 (5,5°,6,6’-tetrachloro-
1,17,3,3 -tetraethyl-benzimidazoylcarbocyanina ioduro), carbocianina cationica con
afinidad por las cargas negativas de la membrana interna mitocondrial. En las
membranas mitocondriales con bajo potencial, el Jc-1 se mantiene en forma de
mondmero fluoresciendo en verde, cuando el potencial aumenta el Jc-1 forma agregados
con emision de fluorescencia roja (Haugland, 1996). EI semen se diluyé 5:1000 en la
solucion isosmética que contenia todos los iones (solucion 1, tabla 1), con 1 uM de Jc-
1, se incubd 15 minutos a 20°C. La diferencia de potencial se cualificé por el cambio de
patron de emisién verde (bajo potencial) o rojo (alto potencial), antes y después de la
activacion de los espermatozoides con la solucion de agua destilada y Hepes 20 mM, y
al excitar el fluorocromo a 590 nm usando un microscopio de epifluorescencia Zeiss

Axiolab, equipado con una lampara HBO 50/AC y una camara Zeiss MC 80Dx.

8. Analisis estadistico:

Se llevd a cabo un ANOVA, la cual estudia la relacion estocastica cuantitativa entre las
variables dependientes (Movilidad, tiempo, IMF) y las independientes (balance i6nico,
blogueadores de canales, concentracion de potasio) utilizando el estadistico de Tukey y
Kramer (p<0.05). Las variables movilidad e IMF fueron transformadas por log 10 y log
(100 + X), respectivamente. Se utiliz6 el programa SAS 1999. En todas las figuras se
expresan los resultados como media = DE). El disefio experimental contemplé un
tamafio muestral de 5 animales con cuatro repeticiones para todos los ensayos
(exceptuando los ensayos de efecto de la concentracién de potasio sobre la movilidad y

el tiempo de activacion y Cambio de potencial de membrana mitocondrial).

I11. Resultados

1. Efecto de la preincubacion con iones sobre la movilidad y el tiempo de activacion
El porcentaje de espermatozoides que adquirieron movilidad oscil6 entre 42 y 75% en
todas las soluciones que contenian iones, siendo diferentes (p<0.05) del control negativo
(4%). Los mayores porcentajes de movilidad (57-75 %) se lograron cuando los

espermatozoides fueron incubados en las soluciones que contenian K*, sin diferencia
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estadistica significativa (p>0.05) con el control positivo (fig 2). El tiempo que duro el
movimiento espermaético, oscilé entre 56-94 segundos, siendo diferentes al control
negativo (p<0.05), las soluciones con mayor tiempo de activacion fueron Na*-Mg?*-
Ca?" (94 seg.) y Na'-Mg?* (79 seg.) sin diferencia significativa (p>0.05) al control
positivo quien contenia todos los iones (fig 3).

2. Efecto de los iones sobre el potencial de membrana plasmatica

El potencial de membrana cambi6 en el mayor nimero de espermatozoides incubados

con las soluciones, Ca?*-K*, Ca?*-Mg?*-K* siendo mayor que en los controles positivo

70 4abcde

Porcentaje de movilidad
o [ -

Fig. 2. Efecto del balance i6nico sobre la movilidad de espermatozoides de B.henni. Letras diferentes
indican diferencia estadistica significativa (Tukey - Kramer, P<0.05)
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Fig. 3. Efecto del balance idnico sobre el tiempo de duracion de la movilidad de espermatozoides de

B.henni. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (Tukey - Kramer, P<0.05)
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Fig. 4. Efecto del balance iénico sobre el cambio de potencial de membrana en B.henni.
Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (Tukey - Kramer, P<0.05)

y negativo (fig 4). EI cambio de potencial de membrana se registra desde los 15
segundos, posterior a la activacion. EI mayor nimero de espermatozoides cambian de

potencial a los 30 segundos, y permanece hasta los 120 segundos (p<0.05) (fig 5).

sl s NN NNNN

Fig. 5. Efecto del tiempo sobre el cambio de potencial de membrana en espermatozoides de B.henni

medido mediante la intensidad media de fluorescencia. Letras diferentes indican diferencia estadistica

significativa (Tukey - Kramer, P<0.05)

3. Efecto de los bloqueadores de canales idnicos sobre la movilidad

Los bloqueadores de canales de K*, Ca?* y Na' no afectaron el porcentaje de
espermatozoides que adquieren movilidad (65-82%), a ninguna de las concentraciones
utilizadas (p>0.05) (fig 6), pero si reduce el tiempo que duran activos en cualquiera de

las concentraciones (p<0.05), ya sea en forma individual o cuando son agregados juntos.
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Fig. 6. Efecto de los Blogueadores de canales de Na*, de K* y de Ca?* sobre la movilidad espermatica.

Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (Tukey - Kramer, P<0.05)
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Los bloqueadores de canales de calcio y potasio acortan el tiempo de movilidad, que
paso de 63 segundos (control, sin bloqueador) a 18 segundos en la méxima
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concentracion (10x) (p<0.05). El blogueador de canal de sodio tuvo menor efecto en la
reduccion del tiempo de activacion, el cual pas6 de 63 segundos en el control a 44
segundos con dicho bloqueador (p<0.05) (fig 7).

Fig. 7. Efecto de los Blogueadores de canales de Na*, de K* y de Ca?* sobre el tiempo de activacion

espermatica. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa (Tukey - Kramer, P<0.05)

4. Efecto de la concentracion de potasio sobre la movilidad y el tiempo de
activacion

La incubacion con concentraciones de K* desde 1mM hasta 70 mM, induce un
porcentaje de movilidad igual al control positivo (63-73%). El porcentaje de
espermatozoides moéviles se redujo a 39 % en la solucion de K* a 105 mM y fue minima
(6%) en la solucion a 140 mM (p<0.05) (Fig. 8). El tiempo de activacién no mostro
diferencia estadistica significativa entre las distintas concentraciones de K" y los
controles positivo (solucion isosmética con los cuatro iones) y negativo (solucién

isosmotica con manitol y sin iones) (Fig. 9).
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Fig. 8. Efecto de diferentes concentraciones de K* (mM) sobre la movilidad espermatica. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa (Tukey - Kramer, P<0.05)
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Fig. 9. Efecto de diferentes concentraciones de K* (mM) sobre tiempo de activacion espermatica. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa (Tukey - Kramer, P<0.05)

5. Cambio de potencial de membrana mitocondrial
Los espermatozoides inmoviles presentaron un bajo potencial de membrana

mitocondrial (Fig. 10a) una vez activados el potencial de membrana mitocondrial

cambid y se mantuvo alto aun después de terminado el periodo de movilidad que fue de
62 + 15 segundos (Fig. 10b).
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Fig. 10. Cambio de potencial de membrana mitocondrial. a. Patron de emisién en verde (bajo potencial)
en espermatozoides antes de la activacién. b. Patron de emisién en rojo (alto potencial) en

espermatozoide activado con solucién hiposmotica a base de agua destilada mas Hepes 20 mM.

IV. DISCUSION

Cuando se induce el choque hiposmotico para activar los espermatozoides, se
disminuye el potasio extracelular, que podria inducir su propio flujo desde la
mitocondria hacia el citosol gracias a los intercambiadores K* /H* (Garlid et al., 1994),
y de éste hacia el medio externo. EI aumento de la carga positiva extracelular, dada por
la salida de K*, genera un cambio de potencial de membrana al diluirse éstas en el agua
durante el choque hiposmotico (Ohta y Shinriky, 1998), produciendo consecuentemente
un aumento del Ca?* citosdlico al entrar a través de canales de voltaje (Krasznai et al.,
2000) y posiblemente también por la liberacion desde las reservas mitocondriales por
canales de voltaje o de ligando (Carafoli 2003). De esta forma, el aumento de Ca?*
intracelular dispararia la ruta de sefializacion para el inicio de la movilidad. En el
presente estudio se encontrd que el K* y Ca?" extracelulares son importantes para el
inicio de la movilidad y que el Na* y Mg?* la mantienen en el tiempo, pero no por
canales dependientes de voltaje, ya que al bloquearlos no se vié afectado el inicio de la
movilidad. EI cambio de potencial de membrana se debe a la baja osmolalidad
extracelular, sin embargo, no desencadena por si sola la movilidad, ya que en ausencia
de iones extracelulares (control negativo, Manitol) se produce cambio de potencial sin
movilidad. Por lo tanto, el inicio de la movilidad en B. henni, podria estar regulada por
el flujo de iones a través de canales de funcionamiento independiente de cambio de
potencial de membrana como los activados por estiramiento, los intercambiadores o los

de ligando.

El presente estudio evidencia la importancia del K* extracelular para adquirir la
movilidad espermatica, contrario a estudios en otras especies dulceacuicolas como

Onchorhynchus mykiss (Morisawa et al., 1983) y Clarias gariepinus (Mansour et al.,
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2002) donde el K* es inhibidor la movilidad, o en anadromas como en Morone saxatilis
donde no tiene efecto (He et al., 2004), evidenciando las diferencias entre especies.
Cuando se probaron las soluciones de incubacién solamente con K*, se observo que
éste es capaz de iniciar por si solo la movilidad independiente de la presencia de otros

iones, o de la concentracion.

La disminucion del porcentaje de movilidad observada en las concentraciones de
105mM y 140mM de las soluciones de K*, podria ser debida a una deficiente dilucién
del K™ extracelular alrededor de la membrana plasmatica, ya que el volumen de solucion
activadora se mantuvo constante en todos los experimentos, por lo que la relacion
volumen: concentracion, fue menor, impidiendo que se desencadene un cambio de
potencial membrana para el incio de la movilidad, como lo sugiere Krasznai et al.,
2000.

A diferencia de reportes previos realizados en salmonidos (Billard y Coson 1992) y
Cyprinus carpio (carpa comun) (Krasznai et al., 2000) en donde la presencia Ca?
extracelular fue necesaria para iniciar la movilidad espermatica, nuestros resultados
demuestran que no es necesario, como tampoco lo es en Morone saxatilis (He et al.,
2004). El Ca?* favorece la movilidad sinérgicamente en presencia de K* (Fig 2), efecto
propuesto previamente para C. carpio por Krasznai et al., 2000, quienes concluyeron
que la salida de K* genera un cambio de potencial de membrana que activa la apertura
de los canales de Ca?* dependientes de voltaje, contrario a lo sucedido en B. henni,
donde se sugiere la intervencion de otros tipos de canales de Ca?* para su aumento
intracelular y el subsiguiente inicio de la movilidad espermatica. Las soluciones (Ca?*-
Mg?*-K* y Ca?*-K*) que originan el mayor nimero de espermatozoides moviles son las
mismas que ocasionan el mayor nimero de espermatozoides con cambio de potencial de
membrana (fig. 2, 4), sin embargo, no son las mismas que producen los mayores
tiempos de activacién (fig. 3), sugiriendo que estos dos eventos tienen mecanismos

diferentes.

Los mayores tiempos de movilidad observados en los espermatozoides que fueron

incubados en soluciones que contenian Na* y/o Mg?* (fig 3), concuerdan con los
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trabajos de Mansour et al., en el 2002 y 2003 en Clarias gariepinus, estudios que se
apoyan en lo reportado por Marian et al., 1997, donde se sugiere que el pH intracelular
varia a medida que transcurre el tiempo de movilidad y se concluye que el antiporte Na*
/H* esta involucrado en la regulacion del pH de forma dependiente de la osmolaridad y
de los iones extracelulares. Sin Na* extracelular, el antiporte Na*/H™ no puede activarse,
disminuyendo el tiempo que dura la movilidad. La presencia de Mg?* mantiene mas
tiempo la movilidad, posiblemente porque activa la adenilciclasa para producir AMPc,
que participa en la activacion de proteinas iniciadoras del movimiento mediante la
hidrélisis de ATP donde el Mg?* actGia como cofactor. (Inaba et al., 1998; Barbiroli et
al., 1999; Cosson et al, 1999). Este mecanismo de accion no esta bien esclarecido, pero
se cree que el Mg®" modula la apertura y cierre de sus canales en la mitocondria,

estando disponible para el movimiento flagelar (Shi et al., 2002).

La duracion de la movilidad en Brycon henni (fig 6), podria asociarse a regulacion
iGnica por varios tipos de canales, contrariamente a lo que ocurre en ciprinidos donde se
involucra un solo tipo (Krasznai et al., 2000). El tiempo de movilidad se disminuyd
significativamente pero no se bloqued totalmente en los espermatozoides de Brycon
henni con cualquiera de los blogueadores, lo que sugiere: I. los canales bloqueados son
importantes para la movilidad pero no son los unicos involucrados, posiblemente el
flujo i6nico a través de los otros canales es suficiente para iniciar la movilidad pero
insuficiente para mantenerla en el tiempo, Il. los bloqueadores requieren un tiempo
minimo para saturar los canales antes de ejercer su efecto, por lo cual se da inicialmente

la movilidad, pero esta no se mantiene en el tiempo.

El hecho de que los espermatozoides detengan su movilidad ain cuando se mantiene el
potencial de membrana mitocondrial, sugiere que el factor limitante para continuar la
movilidad es el ATP y no el potencial de membrana. Un desequilibrio en las
condiciones 6ptimas de  metabolismo (deficiencia de glucosa) y funcionalidad
mitocondrial conducirian al detenimiento de la movilidad espermatica (Lahnsteiner et
al., 1998; 1999). Posiblemente la dinamica de regulacion ionica mitocondrial mantiene
el potencial de membrana interna (Garlid et al., 1994), pero el movimiento flagelar se

detendria quizas por fallas en el proceso de produccion de energia.
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados la activacion espermatica en Brycon henni es un proceso
que depende de un conjunto de factores como: 1) El balance idnico, del cual sobresale el
papel del K* sobre la induccion de la movilidad, del Na* y el Mg?* sobre la duracion de
la misma; 2) El papel de los canales ionicos, donde los dependientes de voltaje no
tienen aparente participacion en el inicio de la movilidad y si en el tiempo que dura la
misma.; 3) El cambio de potencial de membrana plasmaética y mitocondrial, se genera
cuando se activa el espermatozoide, es importante en el inicio de la movilidad y
permanece en el tiempo aun después de terminar la misma, sugiriendo que no regula su

duracion.
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ANEXO 1

Protocolo para la toma de muestra de semen de “Sabaleta” Brycon henni.

Proposito: Obtener muestras de semen de sabaleta, para la evaluacion de pardmetros

seminales y analisis ionico del plasma seminal.

Materiales:

Toalla absorbente pequefia

Papel secante

Tubos eppendorf graduados
Conservadores de frio (Frio-pag®)

Nevera de icopor

Reactivos:
1. Quinaldine sulfato (CH3CeHeN*H2SO4). Peso molecular: 241.28. Lab Depot, Inc.
Frasco x5y 25 g.

Procedimiento:

1. Dejar los animales en ayuno por 24 horas antes de la toma de muestra, con el fin de

e

vitar contaminacion del semen con materia fecal y orina.

2. Capturar los animales con chinchorro del estanque de origen, transportarlos al

laboratorio.

3. Colocar los animales en un tanque y aplicar el quinaldine a razon de 60-70 mg/Lt.

4. Sujetar el animal de la parte anterior, con la mano izquierda y cubierto con la toalla

himeda. La mano derecha queda libre para la extraccion del semen.
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Un ayudante debe sujetar la aleta caudal del animal y sostener el vial eppendorf
justo debajo de la papila genital.

Secar muy bien con el papel absorbente toda la zona proxima a la papila genital.
Extraer el semen mediante masaje abdominal suave en direccion craneo-caudal.
Colectar el semen en viales eppendorf e inmediatamente depositar la muestra en la
nevera de icopor, la cual contiene los conservadores de frio. La temperatura dentro
de la nevera debe estar alrededor de los 4°C.

Transportar la muestra al laboratorio para ser analizada en un tiempo no mayor de

24 horas, teniendo cuidado de mantenerla a 4°C hasta su analisis.
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ANEXO 2

Protocolo para preparacion de soluciones isosmoticas, para evaluacion de la

activacion de la movilidad en semen de sabaleta (Brycon henni)

El presente protocolo describe el método para la preparacion de soluciones isosmaticas
gue pueden usarse para estudios basicos y evaluacion seminal en sabaleta (Brycon
henni). Las soluciones se prepararan con base en los resultados previos de la evaluacion
del plasma seminal el cual tiene una osmolalidad de 307 mOsm/Kg yun pHentre 7.5y
8.

Consideraciones previas: Antes de realizar el procedimiento, asegurese de leer y
comprender completamente el protocolo, asi como los protocolos para uso de los
diferentes equipos a utilizar. Tenga en cuenta las normas minimas de buenas précticas
de manejo (BPM) para trabajo en laboratorio que incluyen: Aseo y desinfeccion,

calibracion y utilizacion de equipos, bioseguridad en manipulacion de reactivos.

Definiciones:

Osmolaridad / Osmolalidad: Son la medida de la tendencia del paso de moléculas
desde una solucion a otra cuando estan separadas por una membrana semipermeable.
Estan relacionadas con la concentracién de la solucion y se diferencias por sus
unidades: osmolalidad, miliosmoles por kilogramo (mOsm/Kg) y osmolaridad,
miliosmoles por litro (mOsm/l). La osmolalidad corresponde al nimero de osmoles de
particulas (solutos) en un Kg. de solvente. La osmolaridad se refiere al nimero de

osmoles por litro de solucién
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pH: se define como el potencial de Hidrégeno calculado como el logaritmo negativo de
la actividad o concentracién molar de los iones Hidrégeno (H+ 6 hidronio H30+). pH =
-log[H+]

Materiales:
e Espatula para tomar los reactivos
e Papel bond blanco para pesar los reactivos
e Tubos conicos de 50 ml de poliestileno
e Micropipetas 10 pl, 100 pl y 1000 pl
e Puntas para micropipetas
Reactivos:
e Cloruro de Sodio (NaCl) S-9625 FW 58.44, Merck
e Cloruro de Potasio (KCI) Referencia: P-5405 FW 74.55, Sigma.
e Cloruro de Calcio Dihidratado (CaCl,-2H20) Referencia: C-7902 FW 147.1
e Cloruro de Magnesio Hexahidratado (MgCl.-6H.0), Referencia: M-2393 FW
203.3, Sigma
e Hepes (CsH1sN204S), Referencia: H-9136 FW 238.3, Sigma
e Manitol (CeH1406 ) , Referencia: M9546-250G, FW 182.17, Sigma
e Hidrdxido de Sodio (NaOH) al 0.01 y 0.1 Molar, Merck.
e Acido clorhidrico (HCI) al 0.01 y 0.1 Molar, Merck.

e Agua destilada desinonizada

Equipos:
e Balanza electronica con precision para 4 decimales.
e \ortex.
e OsmoOmetro

e pHmetro

Procedimiento:
1. Llevar a la mesa de trabajo que debe estar cerca de los equipos a utilizar, todos los

materiales y reactivos necesarios para la preparacion de las soluciones.
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Pesar los reactivos cuidadosamente en la balanza electronica (Ver tablas 1 y 2),
usando la espatula para tomar los reactivos del recipiente de origen y teniendo
cuidado de limpiarla cuidadosamente al cambiar de reactivo. Se debe usar papel
bond blanco para pesar las cantidades deseadas, vale anotar que se debe tarar la
balanza (Llevarla a ceros restando el peso del papel).

Depositar las cantidades necesarias ya pesadas para cada solucion (Tablas 1y 2), en
un tubo conico de 50 ml debidamente marcado (Numero de la solucion,
componentes, fecha y persona a cargo).

Disolver con agua destilada desionizada hasta completar un volumen total de 50 ml.

Homogenizar en un vortex, durante 1 minuto.

Medir osmolalidad de cada solucién corroborando que se aproxime al valor deseado
(307 mOsm/Kg).

Medir el pH de cada solucién, y ajustar a un valor entre 7.5 y 8 ya que el pH
promedio del semen de Sabaleta se mueve en este rango. Para dicho ajuste se usaran
NaOH (para subir el pH) o HCI (para disminuir el pH), se debe empezar por pocas
cantidades para evitar sobrepasarse del valor deseado, se recomienda empezar por la
dilucion menor (0.01 molar) de cualquiera de los dos ajustadores de pH. Las
cantidades usadas de NaOH para la preparacién de cada solucién se enuncian en la
tabla 2.

Medir nuevamente la osmolalidad y verificar que se aproxime al valor deseado (307
mOsm7Kg), de lo contrario se debe repetir el procedimiento.

Las soluciones ya preparadas, se pueden conservar en refrigeracion a 4°C, durante

un mes, y solo se sacaran del refrigerador para su uso.

Tabla 1: Reactivos para la preparacion de soluciones isosmoticas en 50 ml de agua destilada.

Nombre del Reactivo Simbolo Quimico Peso molecular Cantidad deseada Concentracié
n mM

Cloruro de Sodio (NaCl) 58.44 359 mg 122.8

Cloruro de Potasio (KCI) 74.55 139.1 mg 37.3

Cloruro de Calcio | (CaCl,-2H,0) 147.1 6.4 mg 0.87

Dihidratado

Cloruro  de  Magnesio | (MgCl,-6H,0) 203.3 8.43 mg 0.83

Hexahidratado

Hepes (CsH15N204S) 238.3 198 mg 16.6
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Agua destilada H,O 18 50 ml. -

Tabla 2: Preparacion de cada solucién segin molaridad o peso para un volumen de 50 mi

Sin Composicion Manitol en Manitol en Osmol pH NaOH en mM [NaOH (1M)| pH
(Cantidades para 50ml segin tabla 1) mM mg mOs/kg | inicial en pl final

1 |Ca+2, Na+, Mg+2, K+, Hepes 0 0 301 5.77 1.99x10°® 100 7.52

2 |Ca+2, Na+, Mg+2, Hepes 17.84 162.489 300 5.8 1.84x10°® 100 7.7

3 |Cat+2, Na+, K+, Hepes 1.26 11.47 301 5.65 1.92x10°® 100 7.95

4 [Ca+2, Mg+2, K+, Hepes 45.9 418.08 305 5.66 1.51x10°® 80 7.71

5 [Na+, Mg+2, K+, Hepes 5.37 48.91 301 5.64 1.50x10°® 80 7.82

6 |Cat+2, Na+, Hepes 16.26 148.10 305 5.59 1.52x10°® 80 7.51

7 |Ca+2, Mg+2,Hepes 53.17 484.29 307 5.59 1.51x10°® 80 7.71

8 |Ca+2, K+, Hepes 46.89 427.09 302 5.48 1.90x10°® 100 7.51

9 |Na+, Mg+2, Hepes 15.49 141.09 307 5.6 1.71x10°® 90 7.81

10 |Nat, K+, Hepes 5.37 48.91 307 5.63 1.60x10°® 85 7.67
11 |Mg+2, K+, Hepes 47.55 433.10 305 5.56 1.72x10°® 90 7.52
12 [Mg+2, Hepes 56.01 510.16 306 5.63 1.59x10°® 90 7.49
13 [K+, Hepes 47.55 433.10 305 5.61 1.90x10°¢ 100 7.57
14 [Na+, Hepes 17.03 155.11 306 5.68 1.89x10° 100 7.6
15 |Ca+2, Hepes 57.98 528.11 303 5.61 1.90x10°® 100 7.62
16 |Manitol, Hepes 63.63 579.57 307 6.94 9.43x10°® 5 7.84
17* |Hepes - 0.0 10 5.62 1.51x10° 80 7.55

*Solucidn activadora: agua ultrapura bufferada con HEPES 10mM, NaOH 1M

Formulas empleadas en el calculo de las cantidades de reactivos:

Peso del soluto

a) Molaridad = Peso Molecular del soluto

Volumen de solucion
1

b) Molaridad = Peso del soluto
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Peso Molecular del soluto x VVolumen de solucion

¢) Peso del soluto = Molalidad x Peso Molecular del soluto x Volumen de solucién

Ejemplo:

Para calcular la cantidad, osmolalidad y concentracion mM de NaCl, Hepes y manitol

para la solucién 14.

» Molalidad final de NaCl en la solucion : 122.8 mOsm = 0.1228 Osm
= Cantidad final de hepes en la solucion: 198 mg

= Cantidad de manitol en la solucion:155.11 mg

= Peso molecular del NaCl: 58.44 g

= Peso molecular del hepes: 238.3

= Peso molecular del manitol: 182.17

= Volumen final de solucién: 50 ml = 0.05 litros.

a) Calculo de la cantidad necesaria de NaCl para la solucion:

Peso del soluto = Molalidad x Peso Molecular del soluto x Volumen de solucién
Peso del soluto = 0,1228 Osm x 58.44 g x 0.05 |

Peso del soluto = 0.3588 g = 359 mg de NaCl (Ver tabla 1)

b)Calculo de la concentracion final de hepes en la solucion:

Peso del soluto

Molaridad = Peso Molecular del soluto

Volumen de solucidn
1

0.198q
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Molaridad = 238.3a/l
0.051

1

Molaridad = 0.0166 M =16.6 mM (ver tabla 1)

b) Calculo de la osmolalidad del manitol en la solucion:

Molalidad = Peso Molecular del soluto x VVolumen de solucién

Peso del soluto

Molalidad = 182.17g/l x 0.05I
155.11mg

Molalidad = 58.72 mOsm

La suma de las osmolalidades de los tres componentes (NaCl, Hepes y manitol) dan

como resultado 50 ml de solucién a 306 mOsm/Kg. (ver tabla 2)



38

ANEXO 3

Preparacion de soluciones bloqueadoras, para evaluacion de la activacion de la

motilidad en semen de Sabaleta.

Materiales:

Espatula para tomar los reactivos

Papel bond blanco para pesar los reactivos
Tubos cdnicos de 50 ml de poliestileno
Micropipetas 10 ul, 100 pl y 1000 pl

Puntas para micropipetas

Reactivos:

Cloruro de Sodio (NaCl) S-9625 FW 58.44, Merck.

Cloruro de Potasio (KCI) Referencia: P-5405 FW 7455, Sigma.

Cloruro de Calcio Dihidratado (CaCl.-2H20) Referencia: C-7902 FW 1471
Cloruro de Magnesio Hexahidratado (MgCl.-6H.0), Referencia: M-2393
FW203.3, Sigma

Hepes (CsH1sN204S), Referencia: H-9136 FW 238.3, Sigma

Manitol (CsH1406 ) , Referencia: M9546-250G, FW 182.17, Sigma
Hidroxido de Sodio (NaOH) al 0.01 y 0.1 Molar, Merck

Acido clorhidrico (HCI) al 0.01 y 0.1 Molar. Merck

Agua destilada

Amiloride. Biomedicals, Alemania. Biomedicals, Alemania.

4 Aminopiridina. Biomedicals, Alemania.

Verapamilo. Biomedicals, Alemania.
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Equipos:

Balanza electronica con precision para 5 decimales.
Vortex.
Osmometro

pHmMetro

Procedimiento:

1.

En base al protocolo de preparacion de soluciones isosmaticas (Anexo 2),
preparar la solucion N° 1 y solucion activadora.

Una vez preparadas estas soluciones, se distribuira cada solucion en tres tubos
conicos de 50 ml. Ver tabla 1.

Pesar los bloqueadores cuidadosamente en la balanza electronica (Ver tabla 1),
usando la espatula para tomar los reactivos del recipiente de origen y teniendo
cuidado de limpiarla cuidadosamente al cambiar de reactivo. Se debe usar papel
bond blanco para pesar las cantidades deseadas, vale anotar que se debe tarar la
balanza (Llevarla a ceros restando el peso del papel).

Una vez pesados los blogueadores, se mezclan en las correspondientes
soluciones activadoras ya preparadas.

Las soluciones asi preparadas se homogenizan en un vortex a 2000 rpm, durante
1 minuto.

Medir osmolalidad de cada solucién corroborando que se aproxime al valor
deseado (307 mOsm/Kg).

Medir el pH de cada solucién, y ajustar a un valor entre 7.5y 8 ya que el pH
promedio del semen de Sabaleta se mueve en este rango. Para dicho ajuste se
usaran NaOH (para subir el pH) o HCl(para disminuir el pH), se debe empezar
por pocas cantidades para evitar sobrepasarse del valor deseado, se recomienda
empezar por la dilucion menor (0.01 molar) de cualquiera de los dos ajustadores
de pH.

Por ultimo se recomienda medir nuevamente la Osmolalidad y verificar que se
aproxime al valor deseado (307 mOsm/Kg), de lo contrario se debe repetir el

procedimiento.
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9. Las soluciones ya preparadas, se conservaran en refrigeracion a 4°C y solo se

sacaran del refrigerador hasta su uso.

Tabla 1: Cantidad de reactivos para la preparacion de soluciones bloqueadoras en 50 ml de solucion

activadora.

Nombre del Reactivo

Cantidad deseada

Concentracion

Amiloride 1.33mg 100 M
4 Aminopiridina 23.5mg 5mM
Verapamilo 2.5mg 100 pM

Formulas empleadas en el calculo de las cantidades de reactivos.

Molaridad =

Molaridad =

Peso del soluto

Peso Molecular del soluto

Volumen de solucién

1

Peso del soluto

Peso Molecular del soluto x VVolumen de solucion

Peso del soluto = Molaridad x Peso Molecular del soluto x Volumen de solucién
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ANEXO 4

Polaridad de membrana al momento de la activacion espermatica.

Preparacion de reactivos y soluciones:

Preparacion se soluciones: Las soluciones ionicas isosmoticas para evaluar el efecto de
los cuatro iones en la activacion espermatica, fueron las mismas utilizadas para el

analisis en citometria de flujo.

Preparacién de Oxonol:

Solucion Madre:

Formula quimica: bis-(1,3-dibutylbarbituric acid)-trimethine oxonol (DiBAC4(3))
Molecular Probes, USA.

Peso molecular: 516.64 gr/mol

Solvente requerido: Metanol

Concentracion deseada: 100 mM = 0.1 Molar

Cantidad que se tiene de oxonol: 25 mgr.

Volumen de solvente que se requiere: 483.9 pl

Despejamos volumen de solvente de la formpla:

Peso del soluto
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Molaridad = Peso Molecular del soluto

Volumen de solvente
1

Volumen de solvente = Peso del soluto

Molaridad x peso molecular del soluto

Volumen= 0.025 g
0.1 x516.64

Volumen de solvente = 0.4839 ml = 483.9 pul

Preparacion:

Preparar todo con material estéril, en cabina de flujo laminar y en penumbra.
Disolver los 25 mg de Oxonol en 484 ul de metanol
Homogenizar

Alicuotar (se obtienen 20 viales de 24.2 ul de solucién madre de oxonol a 100 mM)

o B~ w0 D

Marcar debidamente (Concentracion, volumen, fecha, nombre del colorante,
laboratorio a quien pertenece, persona a cargo)
6. Empacar en papel aluminio para evitar que la luz dafie el fluorocromo.

7. Almacenar a—20°C bien tapado y marcado.

Solucién de trabajo:

Preparacion:

1. Llevar la solucién madre a un concentracion 100 uM, para lo cual se realiza una
dilusion 1:1000 de solucion madre en solucion isosmotica (plasma seminal
artificial), esta solucién se debe mantener protegida de la luz (vial ambar y cubierto
con papel aluminio) bien marcada (Concentracion, volumen, fecha, nombre del
colorante, laboratorio a quien pertenece, persona a cargo) y refrigerada para ser

usada en el momento que se requiera.
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2. La concentracion final de oxonol para el analisis de muestras en citometria de flujo
laminar debe ser de 1 UM, por lo tanto se debe adicionar 1l de solucion de trabajo

(100uM) a cada 99 pl de muestra a ser analizada.

Preparacion de Muestras de semen para evaluar en citometria de flujo

1. Toma de muestras de semen: anexo 1 pag. 28

2. Ajuste de la concentracion: Se determind la concentracién espermatica a cada
muestra de semen obtenida mediante conteo en camara de Newbauer. Una vez
conocido el numero de esperméatozoides por ml de semen se procedi6 a ajustar cada
una de las soluciones a probar en citometria de flujo a 20 millones de células por
mililitro de solucion, este calculo se hizo mediante regla de tres simple. EI volumen
final de cada solucién ajustada fue de 500 pl.

3. Andlisis de polaridad de membrana en soluciones tratamiento: Se tomaron 100 ul de
cada solucién ya ajustada a la concentracion deseada (20 millones de
espermatozoides/ml) y se le agrego 4 pl de solucién de trabajo de oxonol (100uM),
inmediatamete la muestra iba a ser analizada en el citometro se procedia a agregar
296 ul de solucion activadora (Agua destilada mas hepes) para activar los
espermatozoides, de esta forma se obtenia una concentracién final de células de 5
millones/ml y de oxonol de 1uM. Cada muestra fue homogenizada debidamente en
un vortex antes de su andlisis en el citometro y se leyd en el equipo cada 15
segundos durante 2 minutos.

4. Se obtuvieron dos controles de cada muestra, uno con oxonol pero sin activar los
espermatozoides, para lo cual se mezclo 4pl de solucion de trabajo de oxonol
(100uM) con 296 ul de cada solucién isosmética a probar (sin espermatozoides) y
con 100 ul de cada solucion isosmoética ajustada a 20 millones de
espermatozoides/ml, de esta forma la concentracion celular final fue de 5

millones/ml y de oxonol de 1uM. El otro control se hizo de igual manera que el
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anterior pero sin agregar oxonol. Ambos controles solo se leyeron en el citometro
una vez.

5. De esta forma se realizaron 4 muestreos con fechas de toma de muestra diferentes,
se tomo semen de 5 peces cada vez y se analizarén 16 soluciones isosmoticas en
cada pez y en cada fecha, cada solucion tubo 11 mediciones contando 9 con los
espermatozoides activados y dos de ellas como controles no activados (una con

oxonol y la otra no).

ANEXO 5

Articulo aceptado para publicacion. Revista de Biologia Tropical. Costa Rica.

Efecto de la pluviosidad y el brillo solar sobre la produccion y caracteristicas del
semen en Brycon henni (Pisces: Characidae)

Tabares C. J'; Montoya A.F; Arboleda L3; Echeverri A% Restrepo L.F% Olivera-
Angel M2
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de Antioquia, Carrera 75 N° 65-87, AA: 1226, Medellin — Colombia; Tel.: +574 —
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3 Escuela de Ciencias Agrarias P J | C, Carrera 48 N° 7-151, AA: 4932 Medellin-

Colombia. larboleda@elpoli.edu.co, sabaleche@yahoo.es

Resumen:

Brycon henni, es una especie endémica protegida por la legislacion colombiana, que
habita cuerpos de agua de zonas cafeteras (700-1900 m.s.n.m), comprendidas entre los
4°35°56”’ norte y 74°04°51° oeste, con temperaturas que oscilan entre los 18 y los 28°C.
A pesar de las caracteristicas promisorias de esta especie, su reproduccion en cautiverio
a nivel comercial no ha sido posible por falta de conocimientos basicos de su biologia y
comportamiento. EI objetivo del presente trabajo fue caracterizar la produccién y la
fisiologia espermatica de machos en cautiverio. A lo largo de un afio se tomaron 20

muestras de cada uno de 10 ejemplares. EI semen se obtuvo mediante masaje
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abdominal craneo-caudal y se transportd a 4°C para su andlisis en el laboratorio. 3782
palabras.?

Con excepcion de los meses de septiembre y octubre que fueron los méas lluviosos,
siempre se obtuvo semen de al menos el 50 % de los animales. El color, la osmolalidad
y el pH fueron similares en todas las muestras a lo largo del afio. El volumen, la
concentracion, la viabilidad, la movilidad y el tiempo de activacion fueron variables: El
efecto del brillo solar fue positivo sobre el volumen (Spearman p<0.05) y sobre la
concentracion espermatica (Spearman p<0.05), mientras que la pluviosidad tuvo un
efecto

negativo sobre el volumen y la viabilidad. La proporcion entre los iones (Na, K, Mg,
Ca) se mantuvo constante durante todo el afo: el sodio fue el mayor, seguido por el
potasio, y por el magnesio y el calcio, 10 y 100 veces menos, respectivamente; sin
embargo la concentracion absoluta de estos iones auMento durante los meses de abril y

julio sin una relacion aparente con las otras variables analizadas.

Effect of pluviosity and sun shine on sperm production and seminal characteristics
of Brycon henni (Pisces: Characidae)

Summary:

Brycon henni, is an endemic and protected species in Colombia, inhabiting water bodies
in coffee producing areas (700-1900 m.o.s.l.), framed between 4°35°56”’ north and
74°04°51”° west and with temperatures ranging between 18 and 28°C. In spite of the
promising characteristics of this species it has not been possible to commercially culture
it in captivity mainly for lack of knowledge of its basic biology and behavior. The
objective of this work was to study sperm production and seminal from males kept in
captivity. Along one year period 20 samples were taken from each one of 10 males. The
sample was obtained by abdominal cefalo-caudal massage and transported to the lab at
4°C . Except for the months of September and October which were those of pick
pluviosity semen was always obtained in al least 50% of the males. Color , osmolality
and pH were similar in all the samples all the year around. VoluMe, concentration,
viability, motility and activation time were variable: sun shine had a positive effect on

voluMe (Spearman p<0.05) and on sperm concentration (Spearman p<0.05) while

3928 palabras.
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pluviosity had a negative effect on volpMe and viability. The proportion of ions (Na, K,
Mg, Ca) was constant along the year; Na being 10-fold higher than K and 100-fold
higher than Mg and Ca; however the absolute concentration of all of them was slightly

higher in April and in July with no apparent relation with the other variables analyzed.

Palabras clave: Espermiologia, concentracion idnica, condiciones ambientales

Key words: Spermiology, ion concentration, environmental conditions

Brycon henni (Eigenmann 1913), reconocida en nombre comin de Sabaleta, es una
especie endémica colombiana, que habita los cuerpos de agua de zonas cafeteras
comprendidos entre los 4°35°56”° latitud norte y 74°04°51° longitud oeste, con
temperaturas de agua que oscilan entre los 18 y los 28 °C. La pesca de esta especie esta
legalmente prohibida en espera de un estudio que determine la condicion de posible
riesgo. Debido al aprecio que las poblaciones riberefias tienen por la Sabaleta, tanto
por sus calidades gastronémicas como por su comportamiento en la pesca deportiva, se
justifica iniciar estudios para su produccion en cautiverio.

Strissmann et al. (1996) y Blazquez et al. (1998), demostraron que el fotoperiodo y la
pluviosidad influyen en la maduracién sexual de los peces de la familia Atherinidae; y
Baroiller et al. (1999) y Devlin y Nagahama, 2002, demostraron que estas dos variables
influyen en la diferenciacion gonadal de los teledsteos en general. El brillo solar y las
lluvias influyen en la funcion testicular, mediante la induccion de la produccion de
melatonina (Paniagua et al. 1990); por tanto la manipulacion de estas variables
ambientales podria acelerar o retrazar el funcionamiento gonadal de los peces en
cautiverio para controlar asi su espermiacién (ligo y Aida 1995, Nash 1999). El objetivo
del presente trabajo fue caracterizar la produccion y caracteristicas del cuadro
espermatico de B. henni en cautiverio, durante un afio, Yy asociar los resultados a las

condiciones ambientales de pluviosidad y el brillo solar.

Materiales y Métodos:
Condiciones experimentales: El estudio se realizd0 en la estacion piscicola

experimental del Politécnico Jaime Isaza Cadavid (P1JC), alimentada por la quebrada
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Guaract, a 6°25° latitud norte y 75°39’ longitud oeste (cuenca del rio Cauca). Los
animales habian sido capturados del medio natural, y mantenidos en estanques de 2 X
4 x 0.8 m, durante un periodo de por lo menos un afio, antes de comenzar el muestreo.
Se seleccionaron al azar 10 machos y se marcaron con un miccrocircuito AVID 2003
(Avid identification system). Los promedios de peso y longitud de estos ejemplares
fueron, respectivamente, de 111.12 + 20.34 g y 20.34 + 1.15 cm. EIl alimento contenia

un 38% de proteina segun dieta disefiada para tilapia.

Toma de muestra: El proyecto se disefid para recolectar muestras cada 15 dias durante
un afio pero, por cuarentena de la granja, en los meses de febrero, abril, junio y
noviembre solo se pudo colectar una muestra. Previo ayuno de 24 horas, cada animal se
colocé sobre una toalla himeda, se le cubrid la cabeza con la misma toalla; se seco la
zona ventral alrededor del poro genital y con masaje craneo caudal suave se colectd el
semen en un tubo de 1.5 ml. Se midié el pH con papel indicador (Machrey-Nagel pH
fix 0-14) y se determino el volumen. La muestra se transport6 a 4°C hasta el laboratorio
donde se determing el cuadro espermatico. Una vez centrifugado el semen a 2500 g x 3
minutos a 4°C, se midid la osmolalidad del plasma seminal (Micro-osmometer type 5R
Roebling) y luego, se juntaron los plasmas seminales de todos los individuos para
asegurar un volumen suficiente para la medicion de la composicion idnica, por medio de

electroforesis capilar. La concentracion ionica se expresé en mM.

Evaluacion del cuadro espermatico

Reemplazo del plasma seminal: A partir de mediciones previas de la composicion
ionica del plasma seminal, se prepard una solucion isosmotica de 307 mOsm (122.8
mM de Na Cl, 37.3 mM de KCI, 0.87 mM de CaCl,, 0.83 mM de MgCl. y 16.6 mM de
HEPES, NaOH 1 M), en la cual los espermatozoides permanecen inmoviles.

Movilidad y tiempo de activacion: ElI semen diluido 1:1000 en solucién isosmotica, se
homogeniz6 con vortex por un minuto. Se depositaron 5 pl de esta suspension sobre un
portaobjetos y bajo control microscépico se activo el semen con 15 pl de solucion
activadora hiposmotica (agua destilada buferada con HEPES). Se determind el
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porcentaje de espermatozoides que adquirieron movilidad y el tiempo de duracion de la
misma (tiempo en el cual el 90% de los espermatozoides activados dejo de moverse).

Esta medicion fue realizada siempre por el mismo observador.

Viabilidad: Cinco pl de Eosina-Nigrosina fueron mezclados con 1 pl de semen diluido
1:1000, en solucion isosmdtica para determinar el porcentaje de viabilidad.

Morfologia y concentracion: Se diluyé el semen 1:500 en solucion de Coffiny 1 pl de
esta dilucion se fijo en metanol por 10 minutos sobre un portaobjetos, se secd al aire, se
colored con Giemsa durante 20 minutos, se lavo con agua y se observo al microscopio a

1000X. Con la misma dilucién anterior se hizo el recuento en cdmara de Newbauer

Variables medioambientales: De la base de datos del IDEAM (Instituto de Hidrologia,
Meteorologia y Estudios Ambientales) se tomo la informacion diaria de la precipitacion
(mm) y brillo solar (horas/dia), durante el periodo del estudio. La suma de los valores de
precipitacion y de horas de brillo solar de los 15 dias previos a la toma de la muestra se
utilizé para el analisis de su efecto sobre el cuadro espermatico, bajo el supuesto de que
es el efecto acuMplado de estas variables es el responsable de la variacion de los datos

a analizar.

Analisis estadistico: Para cada variable se efectud un andlisis exploratorio descriptivo
unidimensional en el tiempo. Se usé la prueba de Spearman para determinar la relacion

entre variables, usando el SAS System 8V.

Resultados:

De los 10 animales iniciales, 7 sobrevivieron hasta la finalizacién del ensayo. Dos
machos perdieron el chip transcurridos 7 meses de estudio y el otro a los 11 meses. De
200 muestras posibles se obtuvieron 80, en 96 oportunidades no hubo produccion de
semen y las 24 restantes correspondieron a los machos que no concluyeron el
experimento. De las 80 muestras obtenidas, el 90% fue producido por 7 de los 10
machos, lo que muestra que durante 10 meses del afio se encuentran machos que estan

produciendo semen (Fig. 1). Se observé una tendencia de todos los machos a producir
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semen a final y principio de afio (nov-mar). EI 20% de los animales s6lo produjo semen
al principio del estudio, lo que correspondi6 con el inicio de afio. Otro 20% de los
machos, produjo semen sélo al principio y final del afio. Un 30% produjo semen a
comienzo, mediados y finales del afio y el otro 30% restante produjo semen

constantemente casi todo el afio en mas del 70% de las fechas donde hubo produccidn.

i

microlitros
N
(63]
1

|

|

N[ [
'-‘l- \Il

1 ]
201 M = i =

b | o - ]

= M N H H ERNERE BN
=
s e E L _ L[ ™ N
01 E = = LN L
| N -_— —_— —_—
“HOUEHSAANND BB E
--."r‘ rh | ol I e ™~
] | L
0NN R R/E/EVE =R R | IR
Fo SN 3> SN > B> B . B s SN s » SN+ SN o BN o NN o U s BN < Y s> SN > BN > BN+ BN U~ SN o
S 2 88 88 9 83 g S S S 88 88 8 8 g 2
~ O &N I oo M nH ©O© ~ 9 <9 0O «+4 © N~ I~ 4 N < o
NHHNNHN:H("JHNHNHNHNHN
L o = = = > > S T 5 9 9 o B2 Q0 o0 o W
e 8 8 8 8 & @ =S 3 3 & B o 8 g3 £ £ g 2
ez =<3 = = > 3 O 288 00

M2-299 O7-563 D5-563 @2-098 B0-275 B17-063 ™M4-064 M6-260 M5-876 09-594

Fig. 1. Produccién seminal individual en machos de B.henni.

Fig. 1. Individual seminal production from B. henni individuals

Caracteristicas seminales como el color (blanco cremoso), la osmolalidad del plasma
(299.9+ 5.2 mOsm/kg) y el pH (7.5+0.5) son similares durante todo el afio (en el
cuadro 1 se presentan las caracteristicas seminales a lo largo del afio de estudio).
Cuando los machos produjeron semen el rango oscil6 entre 0.8 y 5.0 x 10%°
espermatozoides/ml y el volumen entre 3 y 2 200 ul, siendo los meses en que
produjeron  mayor volumen: noviembre, enero, marzo, mayo y diciembre. El
porcentaje de espermatozoides moviles estuvo entre 5 y 90 %, con un tiempo de
activacion de 62 + 15.8 s. Se encontr0 una relacion directa entre el volumen y el
porcentaje de movilidad (Spearman p<0.05) y el volumen con el tiempo de activacion
(Spearman p<0.05). La viabilidad oscilé entre el 12 y el 100%. La morfologia de la

cabeza es rhabdiformes en un 60 a 100% de los espermatozoides.
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CUADRO 1
Caracteristicas seminales de B. henni a lo largo de un afio de estudio.
TABLE 1
Seminal characteristics of B. henni, along the year of study

Primer semestre

Fecha Ene Feb Mar Mar Abr May May Jun
27/03 10/03 12/03 25/03 29/03 13/03 25/03 6/03
N 8/10 9/10 5/10 6/10 4/10 3/10 2/10 2/10

T Ac. (seg.) 40-114  38-78 38-66 53-66 43-69 46-62 40-53 64-79
Movilidad (%) 30-85 10-80 30-50 10-60 10-40 50-90 60-60 5-30
Volumen (ul)  3-200 20-150  50-500 100-550 10-90 50-900 100-480 50-250
Concentracion  1,7-2,6 1,9-3,3 1,9-35 1,8-3 1,6-2,6 15-29 2,3-3,3 1,6-2,9
(esp X 10 1%ml)

Viabilidad (%) 35-95 32-85 23-98 15-98 27-84 47-58 25-62 33-78
Rabhdiform 58-96 0 84-96 96-100  69-95 62-87 98-99 80-81
(%)

Segundo semestre

Fecha Jul Jul Ago Nov Dic Dic Ene Ene
17/03 31/03 14/03 27/03 11/03 22/03 14/04 29/04
N 4/10 2/10 4/8 8/8 6/7 5/7 6/7 6/7

T.Ac..(seg) 52-60 60-70 45-55 55-77 56-89 50-73 48-120  58-91
Movilidad (%) 10-50 46-65 50-80 40-90 10-40 5-50 5-50 20-60
Volumen (ul)  20-50 30-110  40-250  25-2200 50-450 10-350 50-600  200-800
Concentracion  1,8-3 25-26 08-25 1,8-4,2 1,2-19 08-26 09-2,7 275
(esp X 10 1%ml)

Viabilidad (%) 26-47 58-69 38-59 78-95 80-95 77-96 12-100  65-100
Rabhdiform 79-98 72-79 89-99 93-100  97-99 94-100  96-100  84-99
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(%)

El balance idnico entre los cuatro iones estudiados mostr6 la misma proporcionalidad a
lo largo del afio. El sodio es el mayor componente, seguido por el potasio 10 veces
menor y magnesio y calcio 100 veces menores; con promedios de Na* fue de 255 +
101 mM, K" 27.8 +18, Ca™ 2.3 +0.9, Mg"* 5.2 + 2.1. La concentracidén i6nica del
Na* presenté diferencias significativas con el K*  (Spearman p< 0.05), el Ca™ y el
Mg*™ (Spearman p< 0.0001). La concetracion iénica del K también present6 diferencias
con el el Ca™ y el Mg*™ (Spearman p< 0.0001), finalmente el Ca™ con el Mg*™
(Spearman p< 0.000), las concentraciones mensuales de los diferentes iones se muestran

en la figura figura 2). No se encontro relacion entre el balance idnico y los parametros
seminales.
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Fig. 2. Comportamiento del balance iénico a lo largo de un afio. Se trasformaron los datos usando
factores para ajustarlos a una misma escala (K+ x 10, Ca++ y Mg++ x 100)

Fig. 2. Pattern of the ionic balance in seminal plasma of B. henni along the year under study. Data
were transformed using factors to keep the same scale: (K+ x 10, Ca ++y Mg++ x 100)

El brillo solar afectdé positivamente el volumen (Spearman p<0.05) (Fig. 3) vy la
concentracion espermatica (Spearman p<0.05) La precipitacion mostrd una relacion

inversa con el volumen (Spearman p<0.0001) (Fig. 4). y la viabilidad (Spearman p<
0.005).
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Los resultados del presente estudio demuestran que en cautiverio se pueden encontrar

machos maduros 10 meses del afio, al contrario de la B. siebenthalae que es estacional,
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Fig. 3. Produccion seminal de B.henni durante un periodo de un afio vs brillo solar.

ajusto a la escala del volumen multiplicando por un factor del0.

El brillo solar se

Fig. 3. Semen production in B. henni along one year and association with sun shine. This last datpM

was adjusted to the volpMe scale by multiplying by 10.
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Fig. 4. Produccion seminal de B.henni durante un periodo de un afio vs precipitacion. La precipitacion

se ajusto a la escala del volumen multiplicando por un factor de 10.
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Fig.4. Semen production in B. henni along one year and association with pluviosity. This last datuM

was adjusted to the voluMe scale by multiplying by 10.

limitada a 4 meses (febrero- mayo). El volumen de semen de B. henni es similar al de
B. siebenthalae (1.82+0.25 ml) reportado por Cruz 2001. La concentracion
espermatica de  B. henni dobla la concentracion de B. siebenthalae (13. 9 + 4 x 10°
esp./ml) reportada por Cruz 2001 y es inferior a la reportada por Fresneda et al. 2004
en la nativa Piaractus brachypomus (3.0 = 1.1 x 10° esp./ml).

El nimero de espermas mdviles en B. siebenthalae es mayor y con menor desviacion
(82 £ 9 %) (Cruz 2001) que en  B. henni, (40 £ 23%); otros characidos presentan
mayor movilidad: Brycon insignis, 90.1 a 91.7% (Andrade-Talmelli et al. 2001),
Oncorhynchus mykiss, 100% (Geffen y Evans 2000) y Plecoglossus altivelis, 89.4+/-
2.1% (Ohta et al. 2001). Es posible que la variacion en los porcentajes de movilidad
encontrados en los machos de B. henni en cautiverio, se deba a factores que han
reportado autores como Rurangwa et al. (2000), como son el estado nutricional, la
calidad del agua y el estrés. El tiempo de activacion para B. henni (35-62 s) fue similar
al de B. siebenthalae (41.4 +7 s) (Cruz 2001) y con un rango mas estrecho del
reportado para Piaractus brachypomus (50-257 s) (Calefio 1995).

En el Cuadro 2 se comparan los hallazgos del presente trabajo con la concentracion y
proporcion idnica de otros teledsteos, demostrando la diferencia en concentraciones y
proporciones.. Segun Kraznai et al. 2000 los iones juegan un papel importante en el
porcentaje de espermatozoides que inician la movilidad, sin embargo no se pudo
demostrar estadisticamente esta asociacion, ya que no hubo efecto de ninguno de los
iones, ni de su relacion con el porcentaje de movilidad, ni con el tiempo que dura ésta.
El cambio en la concentracion ionica que se da en los meses de abril y julio no
corresponde ni con cambios climaticos, ni con cambios en las caracteristicas
espermaticas. Se propone estudiar las caracteristicas fisicoquimicas del agua durante un

periodo largo de tiempo.
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Cuadro 2. Comparacion de la composicion iénica del plasma seminal entre diferentes
especies
Table 2. Comparison of ionic composition of seminal plasma

among different species

Composicion ionica del plasma seminal en

mM
Especie Na* K* Ca* Mg™  Referencia
Plecoglossus altivelis 130 114 0.6 2.3 Ohtaetal. 2001
Oncorhynchus 122,2 30,4 1,10 0,85  Glogowski et al. 2000
mykiss
Cyprinus carpio 55 82.4 2 0.8 Ohtay Tsuji 1998
Brycon henni 255 27.8 2.03 5.1

La osmolalidad permanece constante durante todo el tiempo en que hubo muestra, esto
quiere decir que el epitelio del conducto espermaético principal es capaz de regularla
bajo cualquier condicion ambiental. Al igual que Morisawa (1985) reporto para otros
teleosteos, podemos decir que en esta especie la isosmolalidad es la responsable de que
los espermas en el plasma seminal estén quiescentes, asegurando el potencial de
movilidad para la fertilizacion del oocito.

En el tropico se han reportado especies que desovan en épocas de lluvias (P.
brachypomus, B siebenthalae, Brycon bicolor, Brycon whitei y Brycon moorei sinuensis
(Taphorn 1992, Otero et al. 1986) y especies que se reproducen en épocas secas
(Carrillo y Rodriquez 2001). En caracidos que se reproducen en épocas de lluvias, la
produccién de melatonina estad inhibida por que no hay estimpulos IpMinicos que
induzcan su sintesis, por lo tanto, no hay inhibicion del funcionamiento del eje
hipotalamo hipofisis (Zanuy y Carrillo 1997). En el caso de B. henni (Perdomo 1978)

y de B. insigni (Andrade et al. 2001), especies desovadoras durante la estacion seca
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(diciembre y febrero) se podria pensar en dos hipotesis: la primera es que haya un efecto
inverso de la melatonina sobre el eje hipotalamo hipdfisis, favoreciendo la reproduccion
en vez de inhibirla y la segunda estaria asociada a las caracteristicas fisico-quimicas del
agua dada por la estacion seca. Sin embargo en los machos de B. henni la IuMinosidad
(Fig. 3) no es definitiva para la producciéon de semen, ya que aunque es marcado el
aumento en el volumen en los meses de mayor brillo solar, se encuentra semen durante
10 meses del afio. Al contrario de los reportado por Builes y Uran 1974 y Florez 1999,
las lluvias afectaron negativamente el volumen del esperma, tanto que ningun macho
produjo semen en los meses de septiembre y octubre cuando la precipitacion fue muy
alta (Fig. 4). Es posible que la calidad del agua con un aumento de la turbidez y
disminucion del oxigeno sea la causa de la aspermia en dos meses y la baja viabilidad
asociada con la pluviosidad.

Proponemos que en B. henni, el comportamiento reproductivo de los machos en
cautiverio, podria obedecer mas a cambios en las caracteristicas fisico-quimicas del
agua asociadas a la estacion climética que, a efectos en la produccion de melatonina,
apoyados en que para la reproduccion en el medio silvestre, esta especie requiere aguas

tranquilas, claras y poco profundas (Comunicacién personal, pescadores San Jerénimo).
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Modelo de activacion de la movilidad espermatica en peces dulceacuicolas.
Tabares C. J' y Olivera-Angel M*
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de Antioquia, Carrera 75 N° 65-87, AA: 1226, Medellin — Colombia; Tel.: +574 —
4259149, Fax: +574 — 4259149. molivera@catios.udea.edu.co

Resumen

En los peces de agua dulce, los espermatozoides adquieren la capacidad de moverse
progresivamente en un medio acuoso hiposmotico a través de su pasaje por el conducto
espermatico principal en el testiculo; mientras eso sucede, se encuentran quiescentes en
el plasma seminal, debido a factores inhibitorios de la movilidad como la isosmolalidad,
el balance ionico y el pH. Varias estructuras como la membrana plasmatica, la pieza
media y el flagelo deben coordinar su funcionamiento para alcanzar la movilidad una
vez son liberados al agua debido al choque hiposmaético, factor que ha sido considerado
como el gatillo de la cascada de sefializacion en este evento. Se propone entonces, un
modelo de activacion espermatica a través de canales ionicos que regulan el flujo de
iones de un lado al otro. Canales como: de poro abierto y los de compuerta, que
pueden ser: canales activados por estiramiento, canales dependientes de voltaje y
canales de ligando. Otras estructuras como los complejos antiporte y cotrasporte,
también participan en la regulacion idnica. En la pieza media de los espermatozoides de
tele6steos de agua dulce se encuentran pocas mitocondrias, importantes porque
producen el ATP necesario para el movimiento del flagelo, y regulan iones como Ca2+
y K+. Por ultimo tenemos el flagelo poseedor del complejo axonema, el cual esta

constituido por nueve pares de microtabulos periféricos y un par central responsables
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del movimiento del espermatozoide. El objetivo de este Articulo es plantear un modelo
fisiologico para la activacion espermatica en peces de agua dulce.

Introduccion

Los espermatozoides de peces cuando son liberados al agua cuentan con un breve
periodo de activacion (limitado a pocos segundos en varias especies) expresada en
porcentaje de espermatozoides que se mueven, tiempo y velocidad de desplazamiento
progresivo para lograr la fertilizacion. Los espermatozoides de teledsteos no poseen
acrosoma, ya que entran a través del micropilo de la ova (Andrade et al, 2001;
Grassiotto et al, 2001). Una vez liberadas las ovas en el agua, se hidratan y cierran el
micropilo, por lo cual los espermatozoides espermiados deben activarse y desplazarse
en el agua para lograr la fertilizacion antes del cierre del micropilo; es posible que esto
se hayan dado evolutivamente como forma de seleccion de los espermatozoides con
mejor competencia para la fertilizacién (Cosson et al 1999), de alli la importancia de

comprender los procesos fisioldgicos de la activacion del espermatozoide en los peces.

Adquicicion de la capacidad para la movilidad espermatica

Los espermatozoides de los peces sélo son moviles cuando salen al agua siendo
inmoviles en el testiculo y en muchas especies también en el plasma seminal (Muller et
al, 1994). Mochida et al 1999, sugieren que los espermatozoides de peces
dulceacuicolas, maduran y adquieren capacidad de activacion durante el pasaje a través
del conducto espermaético cuyo fluido (plasma seminal) es de pH basico y rico en
bicarbonato (HCOs). Por otra parte Ohta et al 1998, afirma que el movimiento
transmembranal del HCO3" seria el responsable del aumento del pH intracelular (pHi) y
podria regular la produccién de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), el cual favorece
la activavion de la dinein-ATPasa importante para iniciar la movilidad. Posiblemente
las células epiteliales del conducto espermatico ejercen el control sobre la capacidad de
adquirir movilidad del espermatozoide, regulando el pH del semen por secreciones

acido/bases (Ingerman et al 2002), esto se comprobo, tras el intento fallido de activar
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espermatozoides de ayu (Plecoglossus altivelis) obtenidos directamente de tejido

testicular, donde los valores de pH y HCOs son menores que en el conducto

espermatico (Ohta et al 2001). Los cambios en las concentraciones extracelulares de K,

Na*, HCOsz, y/o iones hidrogeno entre el plasma seminal y el medio acuoso, sugieren

que el balance ionico también esta involucrado en la adquisicion de la capacidad para la
activacion de la movilidad (Ohta et al 2001).

Plasma seminal.

Las caracteristicas de pH, balance i6nico y osmolaridad que mantienen los

espermatozoides inmoviles en el plasma seminal varian entre las especies (tablal)

Tabla 1. Composicién del plasma seminal en diferentes especies

Especie pH Osmolalidad Composicién iénica del plasma seminal en mM Referencia
(mOsm/kg) Na* K* Ca*™* Mg**

Plecoglossus altivelis 130 11,4 0,6 2,3 Ohta et al., 2001
(Ayt)
Oncorhynchus mykiss 122,2 30,4 1,10 0,85 Glogowski et al.,
(Trucha arcoiris) 2000
Oncorhynchus mykiss 8+ 0,2 Lahnsteiner  etal.,
(Trucha arcoiris) 1998
Salvelinus fontinalis 300+ 11 119+ 13 25,1+ 6,1 Marshall 1986
(Trucha de arroyo)
Cyprinus Carpio (Carpa 55 82,4 2 0,8 Ohta 'y Tsuji 1998
comun)
Cyprinus carpio (Carpa 7,05+ 0,11 Krasznai et al., 1995
comdn)
Cyprinus carpio (Carpa 8,28+0,12 305 63 + 10 87+ 16 0,4+0,09 1,2+0,20 | Marian Terez etal.,
comdn) 1997
Oreochromis 290+ 24 142,3+ 21,3 50,7+7 2 + 0,77 0,18+0,17 | Moritaetal., 2003
mossanbicus (Tilapia)
Cottus hangiongensis 317+ 8,9 Ohta y Shinriki 1998
(Pez remo)
Morone saxatilis (Perca 7,6+ 0,04 115+ 7 56,1+5,6 0,5+0,2 He et al., 2004
rayada)
Brycon henni (Sabaleta) | 7,45+ 0, 49 2999-5,2 169 — 508* 22,56 -55,8* | 1,5-4,15* 2,42 - 7,74* | Tabares et al., 2005

* Rango de valores a lo largo de un afio de estudio.

Inhibicion, canales ionicos, iones y activacion
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Las principales estructuras involucradas en la movilidad espermética son: la membrana
plasmaética, que regula el paso de iones entre el citosol y el medio externo (Darszon et al
1999; Cosson 1999), las mitocondrias que regulan el balance de Ca®*, K* y Na'
intracelular (Garlid y Paucek 2003) y producen el ATP necesario para el movimiento
del complejo axonema (Lahnsteiner et al 1998; 1999) y el flagelo que es la estructura
encargada de moverse en batido y serpenteo (Cosson et al 2000). En el momento de la
espermiacion, el semen de teleosteos es diluido en el agua donde enfrentan diferentes
factores como el choque hiposmotico (Krasznai et al, 1995), el cambio de balance
ionico (Méarién et al, 1997) y el pH (Ohta et al 1998), desencadendndose una serie de
eventos que conducen al cambio de potencial y la activacion (Cosson et al, 1999;
Maérian et al, 1993). Los canales i6nicos presentes en la membrana son los responsables
de regular el flujo de iones de un lado al otro, dentro de estos canales encontramos los
de poro abierto que funcionan a favor de gradiente (Felix et al, 2004) y los de
compuerta, los cuales a su vez se clasifican en canales activados mecanicamente, que se
abren cuando la membrana plasmatica se estira por turgencia (Cosson et al 1999;
Krasznai et al, 2003); canales dependientes de voltaje que se activan con una diferencia
o cambio de potencial de membrana (Krasznai et al, 2000; Felix et al, 2004) y canales
de ligando, donde proteinas como la calmodulina, se unen a su receptor y provocan la
apertura del canal (Suarez y Ho 2003). Ademas, también estan los intercambiadores
(Na*/Ca?*) donde se aprovecha la energia generada por el paso de un ion a favor de
gradiente para le paso de otro ion en sentido contrario (Vines et al, 2002). De esta
forma, el balance idnico esta determinado por la funcionalidad de los canales de
membrana y el flujo de iones a través de estos, se ha encontrado que el K* y el Ca?* son
los iones mas importantes en el proceso de activacion de la movilidad de los
espermatozoides de peces de agua dulce (Cosson et al 1999). EI mecanismo de
regulacion ionica esta dado por la interaccion entre osmolaridad, potencial de membrana
y apertura de canales, asi como por el CO disuelto en equilibrio con el NaHCO3
(Cosson et al 1999). El pHi cambia con el flujo de iones a través de la membrana,
generando un medio adecuado para la interaccion de diferentes compuestos

involucrados con la activacion (Sierra y Olivera, 2000).

Modelo de activacién
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Cuando los espermatozoides estan inmoviles en el plasma seminal, la membrana
plasmatica se encuentra en reposo con un potencial de -2.6 mV, los canales de
compuerta se encuentran inactivos y los iones potasio y sodio tienden a mantener un

equilibrio a nivel intra y extra celular. (Krasznai et al 2003).

Partiendo de este estado de quiescencia del espermatozoide, el modelo de activacion

propuesto comprende las siguientes etapas:

Choque hiposmotico: Una vez, los espermatozoides salen al medio acuoso, sufren un
choque hiposmotico, y se sucede una cascada de eventos que conducen al inicio de la
movilidad espermatica (Fig.1), asi, la diferencia de osmolalidad entre el interior y
exterior celular, provoca la entrada de agua al interior del espermatozoide a través de las
acuaporinas (canales epecializados en el transporte de agua a través de la membrana)
(Yool y Stamer 2004), esto ocasiona un cambio en la arquitectura de la membrana
(turgencia) lo que activa los canales de estiramiento de K* (Krasznai et al, 2003) y por
consiguiente la salida de este al medio extracelular tratando de mantenerse en equilibrio
a ambos lados de la membrana. Por otro lado el choque hiposmético diluye los iones

extracelulares.

Diferencia y cambio de potencial de membrana: La membrana espermatica en
condiciones isosmoticas tiene un potencial de -2.6 (Krasznai et al, 2000), cuando el
semen es diluido en medio hiposmotico, los iones externos son lavados generando una
diferencia de potencial lo cual activa los canales de K+ dependientes de voltaje,
conllevando a la salida de K al medio extracelular y ocasionando la hiperpolarizacién de
la membrana, hasta -29 mV (Krasznai et al, 2003). La hiperpolarizacion de membrana
activa los canales de Ca2+ dependientes de voltaje, entra el Ca2+ a la célula, se une a
proteinas como la Calmodulina la cual se activa y sirve de ligando para la activacion del
antiporter Na+/Ca2+ (Vines et al, 2002) y para la apertura de los canales de Ca2+ de

las mitocondrias (Kaczmarek y Jonas 2004).
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Regulacion mitocondrial: las mitocondrias son escasas y se encuentran en la parte
caudal de la cabeza (Manssur et al 2002), regulan el balance ionico de K, Ca y Mg
(Garlid y Paucek 2003) y son las encargadas de realizar el metabolismo de glucosa para
produccién de ATP (Lahnsteiner et al 1999; Manssur et al 2003), el cual proporcionara
la energia para el movimiento del flagelo (Cosson et al, 2000). El incremento de Ca?*
intracelular en los primeros segundos es de dos tercios, ya sea de origen externo o a
partir de las reservas mitocondriales, constituyendo la sefial para la iniciacion de la
movilidad del flagelo (Krasznai et al, 2000). El factor limitante para mantener la
movilidad es el ATP, producido por fosfoliracion oxidativa (Lahnsteiner et al 1999), a
partir de precursores producto de la glucdlisis aerdbica y el ciclo del acido tricarboxilico
(Lahnsteiner et al 1998; 1999). La sefial para el inicio de la cadena respiratoria seria
dada por cofactores como Calcio y Magnesio (Garlid 1994). En la mayoria de peces la
movilidad termina en un corto tiempo probablemente porque la actividad metabolica de
la mitocondria genera desequilibrio en sus propias condiciones 6ptimas de metabolismo
y funcionalidad, lo cual es reversible, ya que al adicionar precursores como ATP o
piruvato en soluciones iénicas la movilidad se puede prolongar (Lahnsteiner et al 1999)
o reactivar (Linhart 2002).

Funcion flagelar: EI Ca?* interviene en la activacion de la adenil ciclasa (AC), la cual
genera la produccion de AMPc que activa quinazas para la fosforilacion de proteinas
importante en la funcionalidad del complejo axonema dentro del flagelo. EI complejo
axonema esta constituido por nueve pares de microtabulos periféricos y un par central,
cuyo funcionamiento depende de la dinein-ATPasa, la cual hidroliza el ATP producido
en la mitocondria, y éste se asocia al Mg2+ que actua como cofactor; asi, la energia
liberada de esta reaccion, favorece el deslizamiento de los brazos de dineina del
microtubulo B, sobre la tubulina del microtibulo A del par contiguo, generandose una
onda en los nueve pares de microtubulos que provoca el movimiento en serpenteo del
flagelo y a su vez el par central genera el movimiento en batido del espermatozoide
(Eddy y O’Brien, 1994; Inaba et al, 1998; Cosson et al, 1999), procurando un

desplazamiento progresivo Yy rectilineo cuyo objetivo es encontrar el micropilo.

Conclusiones
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El movimiento flagelar es el resultado final de una compleja red de interacciones y
reacciones celulares ante cambios de su medio ambiente interno y externo,
evidenciandose la necesidad de nuevas investigaciones que conduzcan a una

comprension mas clara del proceso, en un marco global.

Espermatozoide inmévil (Ambiente 1sosmotico) Antiport
K Na Ca2+ 4
. Y Y
e % W "‘{ l""‘l]m ﬂmiﬂ ,‘ﬁ%u.t;:;:f";té“l .\’ [%v?.ur-'#.‘.
. \ B HE 28 mv

S K

Espermatozoide Activo (Ambiente hiposmético)

Na+
H2
$
i q" .\,".tmm ﬂ "*w":'u a’ {\},;ﬁ.‘.;‘g’,«;."_
"% -29m-
Ca2+

A * Na+

ﬁmrﬁ’ . Mo (g
F e N Caz+) vAMP _ inein

"
—Kinasa " A1pasa

-~

Fig. 1: Modelo de activacion espermatica en peces de agua dulce. G: glucosa, GA: glucdlisis
anaerdbica. FO: fosforilacién oxidativa. AC: Adenil ciclasa.
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