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EFECTO DEL ÁCIDO GAMA-AMINOBUTÍRICO (GABA) EN LA 
CAPACITACIÓN DE ESPERMATOZOIDES DE CARNERO 

 
 

 

 

Los espermatozoides de Mamíferos deben sufrir un proceso llamado capacitación antes 

de poder llevar a cabo el proceso de fecundación. La capacitación consiste en una serie 

de modificaciones funcionales tanto bioquímicas como biofísicas que permiten al 

espermatozoide adquirir la competencia para fecundar al oocito. Estos procesos pueden 

llevarse a cabo en condiciones in vitro, sin embargo, el papel de varios componentes del 

medio de cultivo recién ahora está siendo identificado a nivel celular y molecular. 

El ácido gama-aminobutírico (GABA) es el neurotransmisor inhibidor más importante 

en el Sistema Nervioso Central (SNC) de los Vertebrados. La existencia de receptores 

gabaérgicos en el sistema reproductivo (fuera del SNC) fue previamente establecida y se 

ha sugerido que los receptores gabaérgicos participarían en la modulación de la función 

reproductiva.  

Por otra parte, otro de los eventos intracelulares principales conocido durante la 

capacitación espermática es la fosforilación de proteínas en residuos tirosina. 

Teniendo en cuenta todo esto, los objetivos de la presente tesis fueron estudiar: 1) los 

posibles sitios de unión específica del GABA en el espermatozoide de carnero, 2) el 

efecto del GABA sobre la capacitación in vitro del espermatozoide de carnero, 3) la 

fosforilación de proteínas en residuos tirosina como consecuencia de la capacitación por 

el uso de GABA. 

Nuestros resultados mostraron que el GABA presente en condiciones fisiológicas en el 

oviducto de oveja posee una acción sobre la capacitación de los espermatozoides, en un 

mecanismo mediado por un receptor de GABA tipo A, y que la fosforilación en 

residuos tirosina podría mediar este mecanismo. Estos resultados pueden contribuir al 

desarrollo de medios de capacitación y fecundación químicamente definidos, evitando 

la incertidumbre que resulta del uso de componentes de origen biológico. 

 

Palabras clave: Clortetraciclina, fertilidad, in vitro, lectina, neurotransmisor, ovino, 

receptor, reproducción, semen 

 



EFFECT OF GAMMA-AMINOBUTIRIC ACID (GABA) ON THE 
CAPACITATION OF RAM SPERMATOZOA 

 
 

 

 

Mamalian sperm are required to undergo a process known as capacitation before they 

effect the fertilization process. Capacitation consists of a series of functional 

biochemical and biophysical modifications that render the ejaculated spermatozoa 

competent for fertilization of the oocyte. These processes can also be supported in vitro, 

however, the role of various components of the culture medium is only now being better 

identified at the cellular and molecular level. 

Gamma-aminobutyric acid (GABA) is the most important inhibitory neurotransmitter in 

the vertebrate Central Nervous System (CNS). GABAergic receptors were previously 

reported to be distributed in reproductive systems beside CNS and predicted to 

participate in the modulation of reproductive function.  

On the other hand, one of the key intracellular events during capacitation is protein 

tyrosine phosphorylation. 

Taking this into account, the objectives of this thesis were to study: 1) the possible 

GABA specific binding sites in ram spermatozoa, 2) the GABA effect on the in vitro 

ram sperm capacitation, 3) the protein tyrosine phosphorylation of ram sperm as a 

consecuence of capacitation by the use of GABA. 

Our results showed that GABA present in physiological conditions in sheep oviduct 

exerts an action on sperm capacitation, through a type-A GABA receptor-mediated 

mechanism, and that phosphorylation in tyrosine residues could mediate this 

mechanism. These results may contribute to the development of chemically defined 

capacitation and fertilization media, thus avoiding the uncertainty derived from the use 

of components of biological origin. 

 

 

 

Key words: Chlortetracycline, fertility, in vitro, lectin, neurotransmitter, ovine, 

receptor, reproduction, semen 
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ABREVIATURAS 
 

 

A23187: Ionóforo de calcio A23187 

ADN: Acido desoxiribonucleico 

ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide respecto de 

su línea de avance 

AMPc: Adenosina monofosfato cíclico 

ANOVA: Análisis de Varianza 

ATP: Trifosfato de adenosina 

BME-eaas: Aminoácidos esenciales del medio de cultivo BME. 

BSA: Albúmina Sérica Bovina 

BSA-FAF: Albúmina Sérica Bovina sin ácidos grasos, Fracción V. 

BSP: Proteínas del plasma seminal de bovinos 

BWW: Medio Biggers, Whitten y Wittingham 

BWW-m: Medio Biggers, Whitten y Wittingham modificado 

Ca
2+

-ATPasas: Bombas Ca
2+

-ATPasas 

Ca
2+

-Mg
2+-

ATPasa: Bomba Ca
2+

-Mg
2+

-ATPasa 

[Ca
2+

]i: Concentración de calcio intracelular 

CASA: Sistema de Análisis Automatizado de Espermatozoides 

CFDA: Diacetato de 6-carboxifluoresceína 

CGP35348: ácido 3-aminopropil(dietoximetil)fosfínico 

CON: Concentración espermática 

CTC: Clortetraciclina  

DAG: Diacilglicerol 

DHEAS: Dehidroepiandrosterona sulfato 

dibutirilAMPc: Dibutiril monofosfato de adenosina cíclico 

dibutirilGMPc: Dibutiril monofosfato de guanosina cíclico 

DIC: Microscopio de contraste de interferencia diferencial 

DMCM: metil6,7-dimetoxi-4-etil-β-carbolina-3-carboxilato 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

DS: Desvío standard 

ELISA: Inmunoensayo enzimático en fase sólida 

FIV: Fecundación in vitro 
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FITC: Isotiocianato de fluoresceína 

FOC: Fluído oviductal completo 

FOF: Fluído oviductal filtrado 

FPP: Péptido promotor de fecundación 

Gi: Proteínas de unión del nucleótido guanina inhibitorias 

GABA: Acido γ-aminobutírico 

GABAA: Receptor tipo A de ácido γ-aminobutírico 

GABAB: Receptor tipo B de ácido γ-aminobutírico 

GABAc: Receptor tipo c de ácido γ-aminobutírico 

GABA-T: GABAaminotransferasa o GABAaminotransaminasa 

GAD: Acido glutámico descarboxilasa 

GCS: Ganglios Cervicales Superiores 

GMPc: Monofosfato de guanosina cíclico 

GTP: Trifosfato de guanosina 

GTPγS: Guanosina 5’-O-(3-tiotrifosfato) 

HDL: Lipoproteinas de alta densidad 

Hepes: Acido (N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[etanolsulfónico] 
3
H-GABA : Acido γ-aminobutírico tritiado 

3
H-muscimol: Muscimol tritiado 

Hoeschst 33342: Bisbenzamida Hoeschst 33342 

Hoeschst 33258: Bisbenzamida Hoeschst 33258 

HOS: Test hipoosmótico 

HOST: Test hipoosmótico 

HPLC: Cromatógrafía líquida de alta performance 

HSA: Albúmina sérica humana 

IgG: Inmunoglobulina G 

KCl: Cloruro de potasio 

kDa: KiloDalton 

KH2PO4: Fosfato de potasio 

LH: Hormona luteinizante 

LHRH: Hormona liberadora de la hormona luteinizante 

LIN: Linealidad de la trayectoria 

MEM-neaas: Aminoácidos no esenciales del medio de cultivo MEM 
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MOT: Porcentaje de espermatozoides móviles 

mV: milivoltio 

NAD: Nicotinamida adenina dinucleótido 

NAD(P)+: Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

Na
+
-K

+
-ATPasa: Bomba Na

+
-K

+
-ATPasa 

NO: Oxido nítrico 

O2
-
: Anión superóxido 

PBS: Solución salina de buffer fosfato 

pHi: pH intracelular 

PI: Yoduro de propidio 

PKA: Proteinquinasa dependiente de AMPc 

PKC: Proteinquinasa activada por calcio y fosfolípidos 

PLA2: Fosfolipasa A2 

PLP: Piridoxal-5-fosfato 

PNA: Aglutinina del Arachis hypogea  

PREG S: Sulfato de pregnanolona 

PSA: Aglutinina del Pisum sativum  

RA: Reacción acrosómica 

ROS: Especies reactivas de oxígeno 

RR: Ensayo de radioreceptor 

RSP: Preoteínas del plasma seminal de carnero 

SDS: Dodecil sulfato sódico 

SDS-PAGE: Dodecil sulfato sódico en gel de poliacrilamida 

SH2 : Grupo sulfhidrilo 

SNC: Sistema Nervioso Central 

SNP: Sistema Nervioso Periférico 

SOF: Fluído oviductal sintético 

SOF-m: Fluído oviductal sintético modificado 

SSA: Semialdehido succínico o succinato semialdehido 

SSADH: Semialdehido succínico deshidrogenasa 

TBPS: t-butilbiciclofosforotionato 

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina 

TES: Acido (N-tris-[hidroximetil]metil-2-aminoetanolsulfónico] 
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THIP: 4,5,6,7 tetrahidroisoxazolo[5,4-c]piridin-3-ol 

TK: Tirosinquinasa 

TRIS: Tri(hidroximetil)metilamina 

UV: ultravioleta 

VAP: Velocidad media de la trayectoria 

VCL: Velocidad curvilínea o de la trayectoria 

VSL: Velocidad progresiva o rectilínea 

WGA: Aglutinina del Triticum vulgaris  

ZP3: glicoproteína 3 de zona pelúcida 
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1. INTRODUCCION GENERAL 
 

 

1.1 EL ESPERMATOZOIDE: BREVE DESCRIPCIÓN ANATÓMICA Y 

FUNCIONAL 

 

1.1.1 Generalidades 
 

El espermatozoide es el producto final del proceso de gametogénesis que ocurre en el 

macho y que se desarrolla dentro de los túbulos seminíferos de los testículos (de Kretser 

y Kerr, 1994). Este proceso involucra una serie de divisiones mitóticas de las células 

espermatogoniales, una división meiótica que origina las espermátides, una extensa 

remodelación morfológica de estas espermátides durante la etapa denominada 

espermiogénesis, y la liberación de los espermatozoides formados al interior del lumen 

de los túbulos seminíferos, proceso denominado espermiación (Yanagimachi, 1994). 

El proceso de espermatogénesis produce una célula que es altamente diferenciada en 

estructura y función, y capaz de combinarse con el oocito para comenzar el proceso que 

originará un nuevo individuo (Pedersen y Burdsal, 1994; Yanagimachi, 1994). 

El espermatozoide de los mamíferos tiene dos componentes mayoritarios: la cabeza y el 

flagelo o cola, que están unidos por el cuello (Figura 1). 

La cabeza de los espermatozoides de mamíferos contiene el núcleo y una estructura 

vesicular, el acrosoma, rodeados por componentes citoesqueletales y de citoplasma. El 

acrosoma está localizado en la parte anterior de la cabeza, cerca de la cara interna de la 

membrana plasmática, y está limitado por el núcleo posteriormente. 

Los componentes citoesqueletales se disponen en el estrecho espacio entre el acrosoma 

y el núcleo, y entre el acrosoma y la membrana plasmática (Zamboni, 1992). 

El núcleo del espermatozoide contiene sólo un miembro de cada par de cromosomas, la 

cromatina está altamente condensada, y su volumen es significativamente menor del 

correspondiente al núcleo de una célula somática. Está limitado por la envoltura nuclear, 

que es una estructura de doble membrana. La organización, la cantidad de ADN, los 

arreglos y la composición de nucleoproteínas son características únicas del núcleo del 

espermatozoide (Ward y Coffey, 1991; Fuentes Mascorro y col., 2000; Mudrak y col., 

2005). 

Las estructuras citoesqueletales están constituídas por el citoesqueleto subacrosomal y 

el citoesqueleto postacrosomal (Zamboni, 1992). El citoesqueleto subacrosomal está 
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ubicado entre el acrosoma y el núcleo; y el citoesqueleto postacrosomal se encuentra 

entre el núcleo y la membrana plasmática posterior al acrosoma. A los citoesqueletos 

subacrosomales y postacrosomales se los suele llamar teca perinuclear (Bellvé y 

O'Brien, 1983; Bellvé y col., 1992). 

Los componentes del citoesqueleto de la cabeza del espermatozoide podrían tener un 

papel estructural en la definición de la forma de la cabeza del espermatozoide (Clermont 

y col., 1955; Yanagimachi y Noda, 1970) y un papel funcional ayudando a la 

penetración del oocito y sus envolturas por parte del espermatozoide en el momento de 

la fecundación (Olson y col., 1983; Czaker, 1985). 

El acrosoma se origina a partir del aparato de Golgi en las espermátidas y contiene las 

enzimas necesarias para que el espermatozoide pueda penetrar a través de las envolturas 

del oocito y llevar a cabo la fecundación. Esta estructura membranosa se ubica como un 

capuchón por encima del núcleo en la parte anterior de la cabeza del espermatozoide 

(Figuras 1 y 2). 

La membrana acrosomal interna recubre la parte anterior de la membrana externa del 

núcleo y se continúa con la membrana externa del acrosoma, que se dispone muy cerca 

de la superficie interna de la membrana plasmática de la región anterior de la cabeza del 

espermatozoide. 

A pesar de que ha sido descripto como un lisosoma especializado (Allison y Hartree, 

1970), el acrosoma también tiene características de una vesícula secretora regulada 

(Abou-Haila y Tulsiani, 2000). Durante el proceso de lisis del acrosoma, conocido 

como reacción acrosómica, el contenido acrosomal es liberado (Yanagimachi, 1994). 

Luego de la liberación y activación de las enzimas acrosomales, el espermatozoide 

penetra la zona pelúcida que rodea al oocito (Stambaugh y col., 1969; Beyler y 

Zaneveld, 1982). 

Los componentes mejor caracterizados del acrosoma son la proacrosina y la 

hialuronidasa (Brown, 1981; Topfer-Petersen y col., 1990; Howes y Jones, 2002). La 

conversión de proacrosina en acrosina (la enzima activa) ocurre durante la reacción 

acrosómica (Mukerji y Meizel, 1975: Polakoski y Parrish, 1977; Tobias y Schumacher, 

1977; Brown y Harrison, 1978; Müller-Esterl y Fritz, 1981). 
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CABEZA 

CUELLO ACROSOMA 

PIEZA MEDIA 

PIEZA  
PRINCIPAL 

COLA 

PIEZA TERMINAL 

Figura 1. Componentes principales del espermatozoide de mamíferos. 

Adaptado de Garner y Hafez, 1992.  
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Otras proteínas identificadas como constituyentes acrosomales en distintas especies y 

que podrían actuar durante la reacción acrosómica incluyen a las proteínas de unión del 

nucleótido guanina inhibitorias (Gi) (Garty y col., 1988; Glassner y col., 1991; 

Schuffner y col., 2002), ciclinas y proteinquinasas que fosforilan en residuos serina o 

treonina (Naz y col., 1993), actina (Dvorakova y col., 2001), calmodulina (Jones y col., 

1980; Weinman y col., 1986; Camatini y col., 1991; Hernandez y col., 1994), espectrina 

(Virtanen y col., 1984; Dvorakova y col., 2001), α- y β-tubulinas (Palececk y col., 

1999; Dvorakova y col., 2001), acrogranina (Anakwe y Gerton; 1990), la proteína 

haprin (Kitamura y col., 2005a,b) y fertilina (Hunnicutt y col., 1997; Ding y col., 2001). 

Una característica única del espermatozoide es que su membrana plasmática está 

subdividida en dominios o regiones bien definidos que difieren en función y 

composición (Eddy y Koehler, 1982; Martinez y Morros, 1996; Toshimori, 1998). 

Las evidencias de que la organización y la composición de la membrana plasmática 

varían entre las diferentes regiones de la superficie del espermatozoide llevó al concepto 

de que la membrana plasmática del espermatozoide es un mosaico de dominios 

restringidos, que reflejan las funciones especializadas de los componentes 

citoplasmáticos y de superficie del espermatozoide (Fawcett, 1975; Koehler, 1978; 

Friend, 1982; Primakoff y Myles, 1983; Holt, 1984). Estos dominios son de tipo 

dinámico y sufren cambios de organización y composición durante la vida de la célula 

(Bearer y Friend, 1990). Se sabe que las interacciones lípido-lípido son responsables en 

gran medida de las asociaciones particulares presentes en la membrana (Wolf y col., 

1988). 

Además, debido a que las proteínas transmembranosas están estabilizadas por unión con 

proteínas esqueletales de membrana a estructuras citoesqueletales (Burridge y 

Feramisco, 1982; Marchesi, 1985), estas asociaciones podrían ser importantes para 

definir los límites y contenidos de diferentes dominios de superficie de los 

espermatozoides (Baker y col., 2002). Los componentes del citoesqueleto de la 

membrana que estarían involucrados en la formación de dominios incluyen a la actina, 

la α-actinina, las α- y β-tubulinas, la miosina, la tropomiosina, la espectrina, la 

citoqueratina, la vimentina, la fertilina y la calmodulina, entre otros (Clarke y 

Yanagimachi, 1978; Peterson y col., 1978; Talbot y Kleve, 1978; Campanella y col., 

1979; Tamblyn, 1980; Clarke y col., 1982; Virtanen y col., 1984; Welch y O'Rand,  
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Figura 2. Regiones de la membrana plasmática y estructura de la cabeza del 

espermatozoide de mamífero. Adaptado de Garner y Hafez, 1992.  
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1985; Flaherty y col., 1986; De Cesaris y col., 1989; Camatini y col., 1991; Yagi y 

Paranko, 1995; Palecek y col., 1999; Cowan y col., 2001; Cuasnicu y col., 2001; Ding y 

col., 2001; Dvorakova y col., 2001). 

Los dominios o regiones más importantes de la membrana plasmática en la cabeza del 

espermatozoide de la mayoría de los mamíferos son la región acrosomal (anterior de la 

cabeza) y la región postacrosomal (posterior de la cabeza) (Figura 2). 

El flagelo o cola de los espermatozoides de mamíferos consiste en 3 segmentos 

distintos, y se une a la cabeza del espermatozoide por la pieza conectora o cuello. Estos 

segmentos son: la pieza media, la pieza principal y la pieza terminal (Fawcett, 1965). 

Los componentes estructurales mayoritarios dentro del flagelo del espermatozoide de 

mamíferos son el axonema, la hoja mitocondrial, las fibras densas externas, y la hoja 

fibrosa. Las fibras densas externas y la hoja fibrosa forman el citoesqueleto del flagelo 

(Fawcett, 1975). 

El axonema está compuesto por un complejo de microtúbulos con una disposición "9 + 

2" que se extienden a lo largo de la pieza media y principal del flagelo. Rodeando 

externamente al axonema desde la pieza conectora hasta la parte posterior de la pieza 

principal encontramos a las fibras densas externas (Bacetti y col., 1976). 

Adicionalmente, la pieza media contiene la hoja mitocondrial. Esta hoja mitocondrial 

está formada por mitocondias que se ubican entre la membrana plasmática y las fibras 

densas externas. En la pieza principal, la hoja fibrosa se ubica entre la membrana 

plasmática y las fibras densas externas (Curry y Watson, 1995). En la pieza terminal de 

la cola sólo la hoja fibrosa rodea al axonema. 

El flagelo, como la cabeza, está rodeado por la membrana plasmática y contiene poco 

citoplasma. El flagelo provee la fuerza mótil necesaria para que el espermatozoide 

alcance la superficie del oocito y lleve a cabo la fecundación. Los distintos elementos 

del flagelo generan y forman las ondas de curvatura que produce esta fuerza y las 

propagan desde la base hasta el final. 

A pesar de que todos los espermatozoides de mamíferos tienen estas características 

generales, hay diferencias especie-específicas en el tamaño y forma de la cabeza, y en el 

largo y el tamaño relativo de los componentes del flagelo. La estructura especializada 

del espermatozoide refleja su actividad funcional (Eddy y O'Brien, 1994; Mortimer, 

1997). 
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1.1.2. La capacitación del espermatozoide 
 

 

Los espermatozoides son células muy particulares que sufren una serie de procesos de 

maduración a lo largo de su vida, resultantes de su interacción con los diferentes 

ambientes a través de los cuales migran. 

En el epidídimo, los espermatozoides adquieren la potencialidad para moverse y 

fecundar por interacción con los fluídos luminales. Al momento de ser eyaculados, 

adquieren motilidad y son “condicionados” por los constituyentes del fluído seminal a 

pesar de que aún no son capaces de fecundar. Durante su migración a través del tracto 

genital femenino, los espermatozoides sufren una serie de cambios, que en conjunto se 

los denomina capacitación, que los hacen capaces de unirse a la zona pelúcida, sufrir la 

reacción acrosómica y, finalmente, fusionarse con el oocito (Yanagimachi, 1994; De 

Jonge, 2005). 

La capacitación es un proceso reversible; esto significa que tratando a los 

espermatozoides capacitados con determinadas sustancias o fluídos biológicos, como el 

plasma seminal, se reduce su capacidad para fecundar oocitos (Bedford y Chang, 1962; 

Martins y col., 2003; Nixon y col., 2006). 

El lugar donde los espermatozoides se capacitan varía entre especies. En especies en las 

que el semen es depositado en el útero durante el coito (ej. cerda, yegua, perra y algunos 

roedores), los espermatozoides completan totalmente o la mayor parte de la capacitación 

en el segmento inferior del istmo, donde los espermatozoides fecundantes permanecen 

“almacenados” (Suarez, 1987; Smith y Yanagimachi, 1991; Yanagimachi, 1994). En las 

especies en las que los espermatozoides son depositados en la vagina durante la cópula 

(ej. vaca, oveja, coneja y primates), la capacitación de los espermatozoides puede 

comenzar mientras pasan a través del moco cervical (Yanagimachi, 1994) y completarse 

en el istmo oviductal (Cooper y col., 1979; Hunter y Wilmut, 1984; First y Parrish, 

1987). 

Una serie de modelos animales experimentales han sido extensamente utilizados para 

estudiar la capacitación in vivo. Entre ellos figuran el hamster (Smith y col., 1987), el 

ratón (Demott y Suarez, 1992), el conejo (Suarez y col., 1983), el carnero, el cerdo y el 

toro (Hunter, 1987). Estas investigaciones tienen la ventaja de ser relevantes desde el 

punto de vista fisiológico porque siguen el transporte de los espermatozoides y sus 
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modificaciones en el espacio real y al tiempo correspondiente. De todos modos, como la 

capacitación ocurre internamente dentro del tracto femenino, estos experimentos tienen 

la desventaja de ser costosos y difíciles de llevar a cabo. Además, el bajo número de 

espermatozoides que abandonan el oviducto y llegan al sitio de fecundación (Suarez y 

col., 1992) no permite hacer mediciones cuantitativas de parámetros bioquímicos de los 

espermatozoides. Por estas razones, a pesar de sus desventajas, varios modelos in vitro 

han sido desarrollados en especies como el ratón (Toyoda y col., 1971), hamster 

(Yanagimachi, 1982), conejo (Young y Bodt, 1994), cerdo (Suarez y col., 1992), toro 

(Parrish y col., 1988), mono (Wolf y col., 1989) y humanos (Burkman, 1990) para 

estudiar la capacitación, sus requerimientos, características y mecanismos. 

El evento bioquímico mejor caracterizado que ocurre durante la capacitación en 

espermatozoides de mamíferos es el aumento de la concentración de calcio intracelular 

[Ca
2+

]i (Zhou y col., 1990; Baldi y col., 1991; Breitbart, 2002; Marin-Briggiler y col., 

2003). 

En la regulación de la entrada de Ca
2+

 en espermatozoides se han propuesto tres 

mecanismos que podrían estar involucrados en el proceso de capacitación: 

1) Canales de Ca
2+

 dependientes de voltaje: Estos permiten un aumento rápido de la 

concentración de Ca
2+

. No obstante, la lenta cinética del aumento de [Ca
2+

]i durante la 

capacitación (90 a 120 minutos) es poco compatible con la participación de este tipo de 

canales (Florman y col., 1992; Fraser, 1995a,1998a; Gonzalez-Martinez y col., 2002). 

A pesar de ello, algunos autores (Fraire-Zamora y Gonzalez-Martinez, 2004; Neri-

Vidaurri y col., 2006) los han involucrado en el aumento de [Ca
2+

]i como consecuencia 

del aumento del pHi que ocurre durante la capacitación. 

2) Ca
2+

-ATPasas: Estas enzimas mantienen baja la [Ca
2+

]i por el bombeo de Ca
2+

 hacia 

el exterior de la célula (Schatzmann, 1982). Existen evidencias indirectas de que este 

tipo de bombas estarían involucradas en la regulación de la [Ca
2+

]i en espermatozoides 

de cobayo, hamster, ratón, toro y humanos (Roldán y Flemming, 1989; Fraser y 

McDermott, 1992; DasGupta y col., 1994; Fraser, 1995b; Perry y col., 1997; Dorval y 

col., 2002; Feng y col., 2006). También se ha sugerido que los factores decapacitantes 

adsorbidos sobre la membrana del espermatozoide activarían una Ca
2+

-ATPasa y 

evitarían un incremento en la concentración de Ca
2+

 intracelular (Adeoya-Osiguwa y 

Fraser, 1996) y una capacitación prematura (Fraser, 1995a). Así, la pérdida de estos 

factores decapacitantes durante la incubación, causaría un descenso en la actividad de la 
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Ca
2+

-ATPasa, y consecuentemente, un aumento del Ca
2+

 intracelular (Fraser y 

McDermott, 1992; Adeoya-Osiguwa y Fraser, 1993,1994). También han sido 

propuestos como reguladores de la Ca
2+

-ATPasa algunos lípidos como la 

lisofosfatidilcolina (inhibidor) y la lisofosfatidilserina (activador) (Roldán y Flemming, 

1989), y proteínas como la calmodulina (Leclerc y col., 1992; Adeoya-Osiguwa y 

Fraser, 1993; DasGupta y col., 1994; Leclerc y Goupil, 2000; Si y Olds-Clarke, 2000). 

En espermatozoides de toro y carnero, Dragileva y col. (1999) sugirieron la acción de 

una Ca
2+

-Mg
2+

-ATPasa en la regulación del  [Ca
2+

]i . 

3) Intercambiadores de Na
+
-Ca

2+
: A partir de estudios realizados en espermatozoides de 

toro, se hipotetizó que la actividad de este intercambiador sería inhibida por la caltrina, 

una proteína de bajo peso molecular que se incorpora al espermatozoide cuando este se 

pone en contacto con el plasma seminal (Rufo y col., 1984). Durante la capacitación, 

esta proteína se perdería llevando a un aumento en [Ca
2+

]i . 

Durante la capacitación, el Ca
2+

 podría hallarse involucrado en la estimulación de la 

adenilato ciclasa (Rojas y col., 1992; Parinaud y Milhet, 1996), de la fosfolipasa A2 

(Roldán y Vazquez, 1996; Shi y col., 2005), y de la proteina quinasa C (Furuya y col., 

1993). Además, no se descarta una interacción directa con fosfolípidos, alterando la 

estructura de la membrana (Holt, 1995). Sin embargo, no es tan clara la función del Ca
2+

 

extracelular en la regulación de la fosforilación en tirosina de proteínas (Visconti y col., 

1995a; Luconi y col., 1996; Emiliozzi y Fenichel, 1997; Kalab y col., 1998; Baker y 

col., 2004). 

Si bien los requerimientos de sodio y potasio durante la capacitación no han sido 

ampliamente estudiados, se sabe que bajas concentraciones de Na
+ 

son necesarias para 

la capacitación del espermatozoide de cobayo (Hyne y col., 1984) y que la pequeña 

entrada de Na
+
 que ocurre durante la capacitación en espermatozoides de ratón estaría 

regulada por una Na
+
-K

+
-ATPasa (Fraser, 1983). Recientemente, García y Meizel 

(1999a) postularon para espermatozoides humanos que la regulación del pH intracelular 

durante la capacitación dependería del Na+ y que en la regulación estarían involucrados 

intercambiadores Na
+
/H

+
. En el caso de espermatozoides de ratón, Demarco y col. 

(2003) postularon la regulación de la capacitación por cotransportadores Na
+
/HCO3

-
 , 

mientras que en el caso de espermatozoides de bovinos, Thundathil y col. (2006) 

involucraron a Na
+
-K

+
-ATPasas en la despolarización de membrana que ocurre durante 

la capacitación. Por otra parte, la capacitación de espermatozoides de ratón y toro fue 
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asociada con un incremento en la permeabilidad a los iones K
+
, que serían los 

responsables de la hiperpolarización observada en la membrana (Zeng y col., 1995). 

Asociado a la despolarización de la membrana por K
+
se ha sugerido un aumento del 

[Ca
2+

]i por efecto de canales de calcio dependientes de voltaje (Fraire-Zamora y 

Gonzalez-Martinez, 2004). De todos modos, los resultados obtenidos hasta hoy no son 

lo suficientemente convincentes como para aceptar definitivamente esta hipótesis. 

El papel del cloro (Cl
-
) en la reacción acrosómica inducida por progesterona en 

espermatozoides humanos (Wistrom y Meizel, 1993; Calogero y col., 1999; Patrat y 

col., 2002), de ratón (Shi y Roldán, 1995a) y de cerdo (Melendrez y Meizel, 1995) 

podría estar asociado a la existencia de un receptor de ácido gamma-aminobutírico de 

tipo A (GABAA) (Ritta y col., 1998). García y Meizel (1999b) postularon que durante la 

capacitación de espermatozoides humanos la concentración intracelular de Cl
-
 sería lo 

suficientemente elevada como para permitir la apertura de canales de Cl
-
 y la salida de 

este ion, resultando en una despolarización de la membrana. Sin embargo, este 

mecanismo de acción del Cl
-
 no está ampliamente aceptado. 

Los espermatozoides humanos adquieren el bicarbonato que necesitan del plasma 

seminal al momento de ser eyaculados (Okamura y col., 1986) por un mecanismo 

mediado por difusión de CO2 y acción de la anhidrasa carbónica (Parkkila y col., 1991) 

o bien a través de transportadores iónicos (Okamura y col., 1988; Visconti y col., 1990). 

Este HCO3
-
 estaría implicado en el aumento del pH intracelular asociado a la 

capacitación (Fraser, 1995b; Gadella y van Gestel, 2004) y en una acción sobre la 

arquitectura lipídica de la membrana del espermatozoide (Harrison y col., 1996; Gadella 

y Harrison, 2000,2002; Harrison y Gadella, 2005). El HCO3
-
 actuaría también 

estimulando la adenilato ciclasa por acción directa sobre esta enzima (Okamura y col., 

1985; Garty y Salomon, 1987; Rojas y col., 1992; Visconti y col., 1995b; Breitbart, 

2002). A pesar de ello, el mecanismo por el cual el AMPc afecta diversas funciones 

celulares, no está todavía completamente claro (Harrison y Gadella, 2005). Estas señales 

se propagarían a través de fosforilaciones específicas de proteínas por medio de 

quinasas dependientes de AMPc (Harrison, 1996; Gadella y Harrison, 2000; Harrison y 

Miller, 2000; Demarco y col., 2003; Galantino-Homer y col., 2004; Hess y col., 2005). 
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El Zinc (Zn
2+

) está presente en una alta concentración en el plasma seminal de 

humanos, y aparece como un estabilizador de la membrana del espermatozoide, por lo 

que puede ser considerado como un factor decapacitante (Andrews y col., 1994). En 

espermatozoides de hamster y ratón, el Zn
2+ 

inhibe la capacitación pero no afecta la 

reacción acrosómica (Aounuma y col., 1981; Andrews y col., 1994). 

El uso de fluorocromos que se unen específicamente al Zn
2+

 permitió determinar que el 

Zn
2+

 es eliminado del espermatozoide durante la capacitación, al menos en el hamster. 

A pesar de estos resultados, la remoción del Zn
2+

 no alcanza por si sólo para inducir la 

capacitación, y estaría involucrado en el proceso de desestabilización que sufre la 

membrana durante la capacitación y relacionado con otros eventos asociados (Andrews 

y col., 1994). 

Durante la capacitación, los mayores cambios se producen a nivel de la membrana. Los 

componentes que la recubren originarios del epidídimo (Boué y col., 1996) y del plasma 

seminal (Cross, 1996), son removidos (Barrios y col., 2005) o alterados (De Jonge, 

2005). Hay relocalización de glicoproteínas y antígenos (Cohen-Dayag y Eisenbach, 

1994; Focarelli y col., 1995), se activan o inhiben mecanismos de flujo de iones a través 

de la membrana, y se incrementa la fluidez de la misma (Yanagimachi, 1994) como 

consecuencia de las modificaciones de la composición lipídica (Benoff, 1993). 

Asi, durante la capacitación, una serie de antígenos de membrana, muchos de los cuales 

han sido identificados, cambian su distribución, aparecen o desaparecen (Berger, 1990; 

Cohen-Dayag y Eisenbach, 1994, Grace y col., 2002). A pesar de ello, poco o nada se 

sabe de su función durante este proceso. 

En espermatozoides humanos, una proteína denominada P34H (P26h en hamster, 

Berube y col., 1996) es secretada en el epidídimo (Boué y col., 1996), enmascarada 

durante la eyaculación, reaparece durante la capacitación y es eliminada durante la 

reacción acrosómica. Los anticuerpos anti-P34H inhiben la interacción espermatozoide-

zona pelúcida, sugiriendo que podría tratarse de un potencial receptor para la zona 

pelúcida (Boué y col., 1994). En el caso de espermatozoides de ratón, una glicoproteína 

denominada DE (37 kDa) sufre relocalización durante la capacitación (Rochwerger y 

Cuasnicu, 1992). 

Otros factores, provenientes del epidídimo o del plasma seminal, se modifican durante 

la capacitación. Así, en espermatozoides de toro, algunas proteínas pertenecientes a la 

familia de las denominadas BSP (Proteínas del plasma seminal bovino, Bovine Seminal 
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Plasma) unirían moléculas de fosfatidilcolina y favorecerían la inducción de la 

capacitación (Thérien y col., 1995; Salois y col., 1999). Se ha hipotetizado que estas 

BSP se perderían durante la capacitación y colaborarían en el proceso de extracción de 

colesterol y fosfolípidos de la membrana del espermatozoide (Thérien y col., 

1995,1999; Anbazhagan y Swamy, 2005). Además, Lane y col. (1999) demostraron que 

estas BSP potencian la capacitación de espermatozoides de toro inducida por heparina y 

lipoproteínas de alta densidad (HDL, high-density lipoprotein) (Thérien y col., 1997) 

aunque por mecanismos diferentes. En espermatozoides epididimarios de bovinos, el 

agregado de BSP y HDL indujeron la pérdida de colesterol de la membrana espermática 

(Thérien y col., 1998). Este tipo de proteínas también fueron identificadas en plasma 

seminal de carnero y se las denomina RSP (Bergeron y col., 2005). Adicionalmente, 

Adeoya-Osiguwa y col. (1998) en espermatozoides de ratón, Fraser (1998b), Fraser y 

Adeoya-Osiguwa (2001) y Green y col. (1996a) en espermatozoides humanos y 

Funahashi y col. (2000) en espermatozoides de cerdo, propusieron que el denominado 

péptido promotor de fecundación (FPP), que se lo encuentra en el plasma seminal, 

induce la capacitación de espermatozoides de ratón a través de su interacción con un 

receptor de membrana denominado TCP-11 (Fraser y col., 1997) y que dicha 

interacción modularía la actividad de una adenilatociclasa (Green y col., 1996b; Fraser, 

1998b; Adeoya-Osiguwa y Fraser, 2000; Fraser y col., 2005). 

 

El colesterol y el sulfato de colesterol presentes en la membrana de los espermatozoides 

(Suzuki y Yanagimachi, 1989) limitan la permeabilidad iónica de la misma y la 

inserción y movilidad de las proteínas dentro de la bicapa lipídica, brindando de este 

modo una mayor rigidez y estabilizando la membrana (Parks y Ehrenwald, 1990; 

Nimmo y Cross, 2003). Al mismo tiempo, previenen algunos fenómenos asociados con 

la capacitación espermática (Travis y Kopf, 2002). La desulfatación del sulfato de 

colesterol en el tracto reproductivo femenino y su posterior eliminación de la 

membrana, junto con cambios en la simetría de los lípidos, cambiarían dramáticamente 

las propiedades biofísicas de la membrana, tornándola más fusogénica (Nolan y 

Hammertedt, 1997; Purohit y col., 1999). Así, la incubación en medios que contienen 

albúmina, que actúa extrayendo colesterol (Cross, 1998) o con fluídos foliculares u 

oviductales favorece la pérdida de colesterol y la consiguiente capacitación (Davis y 

col., 1979; Huneau y col., 1994; de Lamirande y col., 1997).  
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Hoy se considera que la alta concentración de colesterol presente en el plasma seminal, 

cuya función sería la de mantener altos los niveles de colesterol en la membrana del 

espermatozoide, podría ser el factor más importante en la inhibición de la capacitación 

(Davis, 1978; Cross, 1996). 

Algunos autores hipotetizan que esta pérdida de colesterol u otros componentes (Tollner 

y col., 2004) es necesaria para la exposición de determinados antígenos o sitios ligandos 

(Belmonte y col., 2005) que liberarían o expondrían moléculas que interactuarían con 

las moléculas de reconocimiento presentes en la zona pelúcida (Benoff y col., 1993a,b). 

En particular, estos autores postularon que la liberación de colesterol llevaba a la 

exposición en la superficie del espermatozoide de un receptor para manosa. Sin 

embargo, esta hipótesis está hoy fuertemente cuestionada (Chen y col., 1995; Youssef y 

col., 1997). Por otra parte, otros autores (Cross y Razy-Faulkner, 1997; Cross, 1998) 

postularon que la pérdida de colesterol es una de las tantas causas que producen un 

aumento del pH intracelular del espermatozoide en humanos. Visconti y col. (1998, 

1999) señalaron que la pérdida de colesterol estaría íntimamente ligada con las señales 

que resultan en la fosfosforilación de proteínas en residuos de tirosina. 

Por otra parte, durante la capacitación ocurren otras modificaciones de la membrana. 

Estudios hechos en ratón y toro indicaron que durante la capacitación, la membrana del 

espermatozoide empieza a hiperpolarizarse (Zeng y col., 1995; Demarco y col., 2003). 

El descenso en el potencial de membrana (de -30 mV en espermatozoides no 

capacitados a –60 mV en aquellos capacitados) parecería deberse a un aumento de la 

permeabilidad para los iones K
+
 (Zeng y col., 1995) o HCO3

-
 (Demarco y col., 2003) y 

sería esencial para la posterior reacción acrosómica inducida por zona pelúcida. El 

mecanismo involucraría la inactivación y activación de canales de calcio dependientes 

de voltaje o a cotransportadores Na
+
/HCO3

- 
(Demarco y col., 2003). Los primeros 

podrían ser abiertos por la acción de un agonista inductor de despolarización como zona 

pelúcida (Arnoult y col., 1996, 1999; Florman y col., 1998; Linares-Hernandez y col., 

1998). En contraposición con estos resultados, García y Meizel (1999b) establecieron 

que los espermatozoides humanos capacitados tienen un potencial de membrana de –31 

o –17 mV (medidos por dos metodologías) y en estas condiciones, se podría producir la 

apertura de canales pasivos de cloro y la siguiente despolarización de membrana y 

salida de iones cloro. Los valores establecidos por estos autores difieren levemente de 

los previamente medidos por Calzada y col. (1988, 1991) y Calzada y Tellez (1997)     
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(– 69 mV para espermatozoides no capacitados y -39 mV para espermatozoides 

capacitados). 

Los espermatozoides humanos incubados bajo condiciones aeróbicas generan las 

llamadas especies reactivas de oxígeno (ROS), tales como el anión superóxido (O2
-
), el 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo, entre otros (Alvarez y col., 1987). 

Mientras que altas concentraciones de ROS son nocivas para los espermatozoides, 

concentraciones bajas controladas estarían involucradas en la adquisición de la 

capacidad fecundante de los mismos (de Lamirande y Gagnon, 1995a, 2003; Aitken y 

col., 1996; Zhang y Zheng, 1996; de Lamirande y col., 1998; Baumber y col., 2003; 

O’Flaherty y col., 2003; Villegas y col., 2003; Ford, 2004; Rivlin y col., 2004; 

O’Flaherty y col., 2006). También se ha involucrado al óxido nítrico (NO) en la 

capacitación, ya que concentraciones bajas de éste promueven la capacitación en 

espermatozoides humanos (Zini y col., 1995; Herrero y col., 1999, 2000; Thundathil y 

col., 2003; O’Flaherty y col., 2006), de rata (Aitken y col., 2004), de hamster 

(Kameshwari y col., 2003) y de bovinos (O’Flaherty y col., 2004a; Rodriguez y col., 

2005).  

Otro elemento importante a considerar durante la capacitación fue establecido por 

Breitbart y Spungin (1997), Breitbart (2003), Brener y col. (2003) y Breitbart y col. 

(2005). Estos autores postularon la formación de una malla de actina filamentosa (actina 

F) durante la capacitación en las membranas plasmática y acrosomal externa del 

espermatozoide. Esta malla estabilizaría estas dos membranas, previniendo su fusión 

prematura. Además, esta polimerización estaría regulada por PKA, PKC y fosfolipasa D 

(PLD) (Cohen y col., 2004; Breitbart y col., 2006). 

Mientras que los mecanismos de trasducción de señales han sido ampliamente 

estudiados para la reacción acrosómica (Doherty y col., 1995), se sabe poco de ellos en 

la capacitación. 

Hasta el momento, hay evidencias que indican que el Ca
2+

, ROS, AMPc, 

proteinquinasas y proteinfosfatasas (para residuos de serina, treonina y tirosina de 

proteínas) estarían involucrados en la capacitación de espermatozoides humanos. La 

relación que existe entre estos moduladores no está bien establecida y probablemente se 

trate de un mecanismo complejo. 

La entrada de Ca
2+

 y la producción de ROS son los primeros eventos que ocurren 

durante la capacitación de espermatozoides humanos (de Lamirande y Gagnon, 1995b). 
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Estos dos procesos podrían ser responsables de la activación fisiológica de la adenilato 

ciclasa, que podría tener un papel importante durante la capacitación. Así, sustancias 

que contribuyen al aumento de la concentración intracelular de AMPc, como la 

forskolina (un activador de la adenilato ciclasa), el dibutirilAMPc (un análogo del 

AMPc permeable a la célula), el NECA (5`-N-etil-carboxamidoadenosina, un agonista 

de la adenosina con especificidad para los receptores A2) (Fraser, 1990; Fenichel y col., 

1996), el FPP (Adeoya-Osiguwa y col., 1998; Fraser, 1998b), la calcitonina (Adeoya-

Osiguwa y Fraser, 2003), la cafeína y la isobutilmetilxantina (inhibidores de la 

fosfodiesterasa), estimulan la capacitación (Leclerc y col., 1997). 

También sería posible que las ROS participaran en la activación de la adenilato ciclasa 

del espermatozoide (de Lamirande y col., 1997) o bien que inhibieran las 

fosfodiesterasas espermáticas durante la capacitación (Lefièvre y col., 1999). 

Las quinasas más estudiadas y que estarían involucradas durante la capacitación son de 

cuatro tipos: a) las quinasas activadas por el sistema Ca
2+

-calmodulina (Marin-Briggiler 

y col., 2005); b) las quinasas dependientes de AMPc (PKA) (Harrison, 2004; Breitbart y 

col., 2006); c) las proteinquinasas activadas por calcio y fosfolípidos (PKC) (Furuya y 

col., 1993; O`Flaherty y col., 2005), que fosforilan proteinas en residuos serina y 

treonina y d) las tirosinquinasas, que fosforilan proteínas en residuos tirosina (Baldi y 

col., 1996; Naz y Rajesh, 2004; Nixon y col., 2005). 

En el ratón (Visconti y col., 1995a,b), en humanos (Leclerc y col., 1996; O`Flaherty y 

col., 2004b), en bovinos (Galantino-Homer y col., 1997), en felinos (Pukazhenthi y col., 

1998) y en equinos (Pommer y col., 2003) los inhibidores de la PKA bloquean la 

capacitación y la fosforilación en tirosina de proteínas asociada a esta capacitación, 

indicando que la PKA se encuentra implicada en este proceso (Visconti y col., 1997). 

Sin embargo, esto no está tan aceptado en espermatozoides de cerdo (Tardif y col., 

2004). El tratamiento con dibutirilGMPc también estimula la capacitación de 

espermatozoides de ratón (Furuya y col., 1992), sugiriendo un posible papel de la 

guanilato ciclasa y el GMPc en este proceso.  

Por otra parte, el efecto de sustancias como los ésteres de forbol en la fosforilación de 

proteínas y en la capacitación de espermatozoides, así como la reversión de dicho efecto 

por inhibidores de proteinquinasas, podrían indicar que la PKC estaría involucrada en la 

capacitación (Furuya y col., 1993). 
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Asociada a la capacitación, la fosforilación de proteínas dependiente de AMPc es un 

requisito previo para la fosforilación en tirosina de proteínas. En 1991, Naz y col. 

observaron la fosforilación en tirosina de proteínas de membrana de espermatozoides 

humanos durante la capacitación, con un cambio progresivo en la localización de las 

proteínas fosforiladas en tirosina desde el flagelo hacia la región acrosómica. 

Los patrones de fosforilación en tirosina asociados a la capacitación han sido descriptos 

en espermatozoides de ratón (Leyton y Saling, 1989a; Duncan y Fraser, 1993; Visconti 

y col., 1995a,b), bovino (Galantino-Homer y col., 1997), ovino (Pérez-Pe y col., 2002), 

hamster (Brewis y col., 1998; Kulanand y Shivaji, 2001), humano (Aitken y col., 1995; 

Luconi y col., 1995,1996; Carrera y col., 1996; Leclerc y col., 1996,1997; Emiliozzi y 

Fenichel, 1997; Liu y col., 2006; O`Flaherty y col., 2006), gato (Pukazhenthi y col., 

1996a), equino (Pommer y col., 2003), cerdo (Dube y col., 2003, 2005; Bravo y col., 

2005), dos especies de marsupiales (Sidhu y col., 2004), tigre y dos especies de 

leopardo (Pukazhenthi y col., 1998). Tomes y col. (1998), describieron la inhibición de 

la fosforilación de proteinas en residuos tirosina por acción del plasma seminal en 

espermatozoides humanos. 

Los factores descriptos anteriormente, como la entrada de Ca
2+

, la generación de ROS, 

el incremento en la actividad de adenilato ciclasa y la fosforilación de proteínas también 

están involucrados en la reacción acrosómica (Yanagimachi, 1994; Aitken y col., 1995; 

Doherty y col., 1995). Es por eso que la capacitación puede ser considerada como un 

evento preparatorio en el que distintos sistemas celulares adquieren un nivel de 

activación para luego producir la reacción acrosómica. 

Harrison (1996) propuso que la capacitación no es un proceso limitado que culmina en 

un estado celular definido, sino más bien un proceso continuo de desestabilización 

positiva que, eventualmente, lleva a la muerte celular. Así, bajo condiciones 

ambientales específicas, el proceso molecular que lleva a la capacitación se activa y 

ocurren una serie de eventos que aumentan progresivamente el grado de 

desestabilización de la membrana plasmática del espermatozoide. El espermatozoide se 

convierte en capacitado cuando su grado de desestabilización llega a cierto umbral. Este 

nivel de desestabilización lo pone en condiciones de sufrir la reacción acrosómica en 

presencia de la zona pelúcida. Simultáneamente, adquiere motilidad hiperactiva. Como 

la desestabilización es un proceso continuo, las funciones de la membrana degeneran y 

el espermatozoide pierde la capacidad de mantener bajas concentraciónes de [Ca
2+

]i 
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libre. La célula sufre la reacción acrosómica espontánea en respuesta a este aumento del 

[Ca
2+

]i, y la capacidad de moverse declina. Así, el grado de desestabilización que 

permite la reacción acrosómica espontánea sería considerado el límite para una 

“ventana” de desestabilización dentro de la cual el espermatozoide está en un estado 

“capacitado”. Si la desestabilización continúa por encima de ese umbral, la célula 

muere. Sólo aquellos espermatozoides que durante este proceso de desestabilización 

encuentren el oocito son capaces de penetrar exitosamente la zona pelúcida.  

 

1.1.3. La hiperactivación 
 

El movimiento hiperactivo fue descripto por primera vez por Yanaginachi (1969, 1970) 

en el espermatozoide de hamster. La hiperactivación es un tipo de movilidad que tienen 

los espermatozoides y que se caracteriza por estar asociada con un incremento en la 

velocidad, un descenso en la linealidad, un incremento en la amplitud del movimiento 

de la cabeza, y un aumento de la velocidad de batido del flagelo (Yanagimachi, 1994; 

Kinukawa y col., 2003). Este patrón de movimiento estaría relacionado con los estadios 

finales de la capacitación (Katz y col., 1989). Esta hiperactivación ha sido identificada 

en al menos 15 especies diferentes de mamíferos (Kay y Robertson, 1998). 

Si bien en una primera etapa se definieron diversos patrones para describir el 

movimiento hiperactivo (Yanagimachi, 1970; Katz y col., 1978,1989; Drobnis y col., 

1988a,b), trabajos recientes sugieren que los patrones de movimiento hiperactivo varían 

entre especies, y que estas diferencias serían consecuencia de diferencias 

interespecíficas en la estructura del flagelo (Yanagimachi, 1994; Suarez, 1996). 

Parecería ser que la hiperactivación es importante para permitir a los espermatozoides 

salir de un reservorio del istmo en el ratón (Demott y Suarez, 1992) y para prevenir la 

adhesión de los espermatozoides al epitelio oviductal en el hamster (Smith y 

Yanagimachi, 1991). Los estudios in vitro en humanos sugieren que la hiperactivación 

podría ser requerida para despegar los espermatozoides del epitelio uterino (Pacey y 

col., 1995; Gualtieri y col., 2005). 

La movilidad hiperactiva le permitiría a los espermatozoides cumplir además 

determinadas funciones fisiológicas (Katz y col., 1989). Evidencias experimentales 

obtenidas del estudio de poblaciones de espermatozoides de ratón muestran que la 

hiperactivación confiere una ventaja mecánica directa a los espermatozoides, 

permitiéndoles la penetración a través de medios viscosos (Suarez y col., 1991), lo que 
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podría facilitar el pasaje a través del oviducto y las envolturas del oocito. También se ha 

propuesto que la hiperactivación podría mejorar la migración de los espermatozoides a 

través de los pliegues epiteliales del oviducto previniendo que sean "atrapados" en estos 

y aumentando de este modo, la probabilidad de contacto con el cumulus (Suarez, 1987; 

Katz y col., 1989). En el hamster y el cobayo, el desarrollo de hiperactivación podría ser 

importante promoviendo la penetración de la zona pelúcida (Katz y Yanagimachi, 1980; 

Katz y col., 1989; Stauss y col., 1995), aunque no ha mostrado ser necesaria para la 

fusión del espermatozoide y el oocito (Flemming y Yanagimachi, 1982). 

Los mecanismos que controlan la hiperactivación in vivo están poco entendidos. Hay 

evidencias de que varios componentes del tracto genital femenino pueden actuar como 

estímulo para inducir hiperactivación (Kulin y col., 1994; Ho y Suarez, 2001).  

Para lograr inducir hiperactivación in vitro, se requiere de condiciones específicas de 

incubación de los espermatozoides. Así, se comprobó que el calcio es necesario para el 

comienzo de la hiperactivación (Fraser, 1977; Suarez y col., 1983; Olds-Clarke y Sego, 

1992; Ahmad y col., 1995; Ho y col., 2002; Quill y col., 2003; Suarez y Ho, 2003; 

Marquez y Suarez, 2004; Ignotz y Suarez, 2005). Otros factores que afectan la 

hiperactivación in vitro incluyen el potasio, el sodio (Fraser, 1983), el bicarbonato 

(Neill y Olds-Clarke, 1987; Luconi y col., 2005), la albúmina (Yanagimachi, 1970), el 

peróxido de hidrógeno (Griveau y col., 1994) la progesterona (Sueldo y col., 1993; 

Oehninger y col., 1994; Munire y col., 2004) y la glucosa (Vandevoort y Overstreet, 

1995). 

Las bases bioquímicas de la hiperactivación no están completamente comprendidas. 

Yanagimachi (1994) propuso un mecanismo en el que estarían involucrados la pérdida o 

alteración de elementos de superficie de la cola del espermatozoide. Mortimer (1997) 

realizó una reseña de los requerimientos bioquímicos para producir hiperactivación en 

espermatozoides de distintas especies de mamíferos y varios autores (Ho y Suarez, 

2001,2003; Bajpai y col., 2003; Ignotz y Suarez, 2005; Luconi y col., 2005) reseñaron la 

función y regulación de la misma. 
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1.1.4. La reacción acrosómica 
 

Los oocitos de todos los euterios están rodeados por una capa de glicoproteínas llamada 

zona pelúcida. Al momento de la ovulación ésta se encuentra rodeada por el cumulus 

oophorus, que son células de la granulosa y una matriz compuesta mayoritariamente por 

ácido hialurónico polimerizado (Yanagimachi, 1994). 

Durante la capacitación, el espermatozoide adquiere la habilidad para penetrar el 

cumulus oophorus y unirse a la zona pelúcida que rodea al oocito. Esta unión 

desencadena la reacción acrosómica. Durante la reacción acrosómica, la membrana 

acrosomal externa y la membrana plasmática se fusionan, se desarrollan múltiples 

fenestraciones entre ambas membranas y la mayor parte del contenido enzimático del 

acrosoma se libera o descarga. La membrana acrosomal interna y el segmento ecuatorial 

persisten hasta la fusión del espermatozoide con el oocito en la mayoría de las especies. 

Cuando ocurre la reacción acrosómica, la membrana acrosómica interna es expuesta y 

se transforma en continua con la membrana plasmática (Yanagimachi, 1994). 

En casi todos los mamíferos, los espermatozoides fecundantes, in vivo, sufren reacción 

acrosómica (RA) en la superficie de la zona pelúcida, justo antes de penetrarla. No 

obstante, in vitro, los espermatozoides de la mayoría de los mamíferos pueden sufrir RA 

en ausencia de zona pelúcida. La RA en espermatozoides móviles activos en un medio 

capacitante, sin agentes estimulantes, se llama comunmente reacción acrosómica 

espontánea. Este tipo de RA no es fisiológica. Los espermatozoides que sufrieron la 

reacción acrosómica espontánea no son fecundantes (Yanagimachi, 1994). 

La glicoproteína ZP3 (de la zona pelúcida de mamíferos) es el inductor fisiológico de la 

RA in vivo en el ratón (Leyton y Saling, 1989b; Wassarman, 1991). Esta ZP3, que 

contiene el receptor para el espermatozoide, ha sido extensivamente estudiada y muestra 

una considerable homología entre especies (Koothan y col., 1993). Otros estímulos 

potenciales para la RA in vivo e in vitro incluirían los fluídos oviductales y foliculares, 

así como determinadas proteínas de la matriz del cumulus oophorus (Reyes y col., 1984; 

Meizel, 1985; Siiteri y col., 1988; Leyton y Saling, 1989b; Mortimer y Camenzind, 

1989; Morales y col., 1992; De Jonge y col., 1993; Saragüeta y col., 1994; Morales y 

Llanos, 1995; Fabbri y col., 1998; Marin-Briggiler y col., 2003; Munuce y col., 2003; 

Burrello y col., 2004). 

Por otra parte, altas concentraciones de progesterona y otros esteroides presentes en el 

cumulus oophorus inducen la RA, como se ha demostrado en espermatozoides de ratón 
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y cerdo in vitro (Melendrez y col., 1993,1994; Roldan y col., 1994; Kholkute y col., 

1995; Wu y col., 2006), en equinos (Meyers y col., 1995; Cheng y col., 1998; Rathi y 

col., 2003), hamster (Llanos y col., 1993; Llanos y Anabalon, 1996), cobayo (Jia y col., 

1997; Chen y col., 2000), caprinos (Somanath y col., 2000), bovinos (Therien y 

Manjunath, 2003) y en humanos (Osman y col., 1989; Thomas y Meizel, 1989; 

Blackmore y col., 1990; Meizel y col., 1990; Sueldo y col., 1993; Kuroda y col., 1999). 

El ionóforo de calcio A23187 ha sido ampliamente utilizado para inducir RA en 

espermatozoides humanos capacitados in vitro (Byrd y Wolf ,1986; Liu y Baker, 1988; 

Zhang y col., 1991; Pampiglione y col., 1993). Con este fin, también ha sido utilizada la 

lisofosfatidilcolina (LPC) en espermatozoides de cobayo, toro, búfalo y humanos 

(Yanagimachi y Suzuki, 1985; Parrish y col., 1988; Zini y col., 1995; Shit y Atreja, 

2004). 

Moléculas como el ATP (Tomiyama y col., 1995), inhibidores de fosfodiesterasas como 

la cafeína o la pentoxifilina (Tasdemir y col., 1993; Tesarik y Mendoza, 1995; Ain y 

col., 1999), el factor de activación plaquetaria (PAF, 1-o-alquil-2acetil-sn-glicerol-

3fosfocolina; Krausz y col., 1994; Aravindakshan y Sharma, 1996; Odeh y col., 2003); 

el factor de crecimiento epidermico (Lax y col., 1994), ácido gamma-amino butírico 

(GABA) (Cao y col., 1997; Shi y col., 1997), el análogo no hidrolizable del GTP 

denominado GTPγS (Dominguez y col., 1996), el péptido natriurético auricular (ANP) 

(Zamir y col., 1995; Rotem y col., 1998; Zhang y col., 2005), la heparina (Christensen y 

col., 1996), la angiotensina II (Gur y col., 1998; Mueller y col., 1998), la fibronectina y 

la laminina (Mattioli y col., 1998), glicosaminoglicanos (Handrow y col., 1982) y 

neoglicoproteínas (NGPs) (Brandelli y col.,1994,1995; Brandelli, 1997; Loeser y 

Tulsani, 1999), estimulan también la RA in vitro. 

Actualmente se acepta la presencia de receptores específicos para ZP3 en la superficie 

del espermatozoide. Cuando el espermatozoide está capacitado, la fluidez de la 

membrana plasmática aumenta por la pérdida de colesterol y la remoción de factores 

descapacitantes, lo que permitiría a estos receptores moverse libremente en la 

membrana. Baldi y col. (1996) propusieron que estos receptores serían quinasas. El 

receptor activado por ZP3 estimularía a una proteína G (Kopf y Gerton, 1991; Hinsch y 

col., 2005), que activaría una serie de fosfolipasas en la membrana plasmática (Lax y 

col., 1990; Dominguez y col., 1996) y se desarrollaría una casacada de eventos que 

llevan a la producción de compuestos altamente fusogénicos y el aumento del Ca
2+
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intracelular (Dominguez y col., 1999). Dentro de estos eventos se incluyen la activación 

de la fosfolipasa C (Roldan y Harrison, 1989), la activación de la fosfolipasa A2 (Roldan 

y Fragio, 1993), la activación de la proteinquinasa C (Breitbart y col., 1992; Patrat y 

col., 2000), la proteinquinasa A (Kuji y col., 2005), y la activación de enzimas 

involucradas en el metabolismo del AMPc (De Jonge y col., 1991). Distintos autores 

(Baldi y col., 1996; Breitbart y Spungin, 1997; Naor y Breitbart, 1997; Florman y col., 

1998; Park y col., 2003) involucraron en el aumento intracelular de Ca
2+

 a canales 

iónicos dependientes de voltaje ubicados en la membrana acrosomal externa, los que 

liberarían Ca
2+

 hacia el citoplasma, produciendo un débil aumento de la concentración 

interna de Ca
2+

. Simultáneamente, actuaría otro mecanismo que llevaría a un aumento 

del pH intracelular. Adicionalmente, sería necesaria la polimerización de actina durante 

la reacción acrosómica en las regiones ecuatorial y postacrosomal del espermatozoide 

(al menos en el cobayo) y que en esta polimerización estarían involucradas GTPasas 

(Delgado-Buenrostro y col., 2005). 

Como señalara anteriormente, la progesterona puede inducir la RA de espermatozoides 

humanos muy eficientemente, pero el mecanismo de acción no es aún muy claro (Baldi 

y col. 1995). A pesar de ello, estudios realizados por Aitken y col. (1998), mostraron la 

importancia del ion HCO3- y de un medio intracelular alcalino para la acción de la 

progesterona en espermatozoides humanos. La progesterona induciría RA por unión a y 

agregación de receptores específicos en la membrana plasmática y causaría la entrada de 

Ca
2+

 y salida de Cl
- 
(Thomas y Meizel, 1989; Meizel y Turner, 1996) En este sentido, 

Meizel (1997, 1998) propuso dos mecanismos distintos para la RA según sea inducida 

por progesterona o por zona pelúcida. En el caso de la inducción por progesterona 

estarían involucrados canales de Cl
-
 del tipo receptor de GABAA (Murase y Roldan, 

1996), mientras que la inducción por zona pelúcida requeriría la participación de 

canales de Cl
-
 del tipo receptor de glicina (Melendrez y Meizel, 1995, 1996; Bray y col., 

2002; Meizel y Son, 2005). La activación de ambos receptores resultaría en una 

despolarización de la membrana plasmática y un control de canales de Ca
2+

 

dependientes de voltaje. 

De todos modos, el mecanismo por el cual se desarrolla la reacción acrosómica no ha 

sido completamente establecido, y una serie de modelos se han postulado, cada uno de 

ellos explicando parcialmente la cascada de eventos que se desarrollan durante la RA 
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(Yanagimachi, 1994; Brucker y Lipford, 1995; Mate y Rodger, 1996; Aitken, 1997a; 

Breitbart y Spungin, 1997; Meizel, 1998; Tulsani y col., 1998; Belmonte y col., 2005). 

 

1.2. EL ACIDO GAMA-AMINOBUTIRICO (GABA) 
 

 

1.2.1. Biosíntesis y metabolismo 
 

El ácido gama-aminobutírico (GABA) es el neurotransmisor aminoácido más conocido 

y posee un rol inhibitorio en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Roberts, 1976). Si 

bien su presencia en el cerebro fue identificada hacia 1950 (Awapara y col., 1950; 

Roberts y Frankel, 1950), su función como inhibidor fue establecida algunos años 

después (Hayashi y Nagai, 1956; Kuffler y Edwards, 1958). Sin embargo, el GABA no 

se encuentra confinado al SNC, sino que también ha sido identificado en el Sistema 

Nervioso Periférico (SNP), en tejidos endócrinos y en algunos tejidos no neuronales, 

donde podría desempeñar diversas funciones (Tanaka, 1985; Erdö y Kiss, 1986; Erdö y 

Wolff, 1990; Gladkevich y col., 2006). 

El GABA puede ser producido a partir de la glucosa, a pesar de que el piruvato y otros 

aminoácidos pueden servir como precursores (De Robertis, 1986). Es por ello que su 

metabolismo está íntimamente relacionado al del glutamato o ácido glutámico y los 

ciclos de la glutamina (Purves y col., 1997; Nestler y col., 2001; Patel y col., 2005). 

El GABA se origina también en el denominado ciclo del 4-aminobutirato, que 

representa un desvío de la descarboxilación oxidativa del 2-oxoglutarato (también 

llamado α-oxoglutarato) en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos o de Krebs 

(Yogeeswari y col., 2005). Aquí, un intermediario, el α-oxoglutarato, es transaminado a 

glutamato y éste es descarboxilado por la enzima glutamato descarboxilasa (GAD) para 

producir GABA (Watanabe y col., 2002; Patel y col., 2006) (Figura 3). Este camino fue 

demostrado en el cerebro (Wu, 1976), cerebelo (Sonnewald y col., 2006), en varios 

microorganismos (Clostridium welchii, Escherichia coli), plantas superiores (espinaca, 

cebada) y otros tejidos animales (hígado, músculo) (Scott y Eagleson, 1988). 
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El glutamato (precursor del GABA) también puede ser sintetizado a partir de la 

glutamina por la enzima glutaminasa. Este camino de síntesis es el que prevalece en 

neuronas glutamaérgicas excitatorias (Purves y col., 1997). 

 

 

 

Figura 3. Biosíntesis y degradación del GABA. 

 

 

 

En el caso del cerebro, sólo algunas células de éste producen GABA, y sólo un 25% del 

2-oxoglutarato producido en estas células es convertido a GABA. El camino de 

producción del GABA por el ciclo del 4-aminobutirato representa menos del 10% del 

metabolismo oxidativo total del cerebro. El GABA también puede ser formado a partir 

del ácido 4-guanidobutírico en Basidiomycetes y a partir de la urea en Streptomycetes 

(Scott y Eagleson, 1988). 
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En el caso particular del útero y oviducto de rata se ha demostrado la síntesis de GABA 

a partir de putrescina (Erdö, 1986). En la glándula adrenal y mucosa intestinal de la rata, 

la diamino oxidasa (DAO) transamina putrescina para producir GABA (Caron y col., 

1988; Fogel y Erdö, 1992). 

La mayoría del GABA, especialmente en el SNC, existe en formas unidas como 

homocarnosina y una variedad de enzimas están involucradas en el metabolismo de 

unión del GABA (Jakobs y col., 1993). 

 

La Figura 4 representa otras rutas alternativas para la síntesis de GABA (Tillakaratne y 

col., 1995): 

 

 

Figura 4. Rutas alternativas para la síntesis de GABA. Donde: PLP = piridoxal-5-fosfato, NAD =  

nicotinamida adenina dinucleótido, NAD(P)+ = nicotinamida adenina dinucleótido (fosfato), CO2 = 

dióxido de carbono, NH3 = amonio, 1-Acido glutámico descarboxilasa, 2-GABAaminotransaminasa, 3-

semialdehido succínico deshidrogenasa, 4- 4 hidroxibutirato deshidrogenasa, 5-D-2-hidroxiglutarato 

transhidrogenasa, 6-carnosinasa, 7-glutaminasa, 8-ornitinasa descarboxilasa. 
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Para su degradación, el GABA es transaminado por la enzima GABAaminotransferasa o 

GABAtransaminasa (GABA-T) a semialdehido succínico (SSA), que es rápidamente 

oxidado a ácido succínico por la semialdehido succínico deshidrogenasa (SSADH) y 

reingresa en el ciclo de Krebs. En la transaminación del GABA a SSA, el α-

oxoglutarato actúa como aceptor del grupo amino produciendo glutamato, cerrando el 

ciclo del GABA y manteniendo la suplementación de este precursor del GABA (Scott y 

Eagleson, 1988). 

 

 

1.2.2 Acciones del GABA en el Sistema Nervioso Central y en tejidos no neurales 
 

El GABA tiene múltiples funciones en el SNC y en el SNP (Tillakaratne y col., 1995; 

Cardinali y Golombek, 1998; Myshunina, 2003). Un acúmulo de evidencias sugieren 

que el GABA está involucrado en otros procesos además de la neurotransmisión en el 

SNC, SNP, tejidos endócrinos y otros tejidos no neurales (Erdö y Kiss, 1986; Erdö y 

Wolff, 1990; Erdö, 1992). Así, por ejemplo, el GABA deprime los potenciales de acción 

ganglionares e inhibe la liberación de acetilcolina inducida por estimulación, y tiene un 

efecto trófico en las neuronas de los Ganglios Cervicales Superiores (GCS) (Brown y 

Higgins, 1979). 

Además, el GABA induce cambios ultraestructurales sobre dendritas de células de 

ganglios principales (Wolff y col., 1978). También la aplicación por períodos largos de 

GABA promueve la capacidad sinaptogénica de las neuronas de los GCS de ratas por 

medio de receptores GABAA y GABAB (Wolff y col., 1987; Parducz y col., 1990). 

Algunos de los papeles alternativos del GABA propuestos en tejidos no neurales están 

basados en la presencia de GABA, su receptor y enzimas metabólicas (GAD, GABA-T 

y SSADH), o en la respuesta farmacológica producida en tejidos aislados y órganos. 

Así, si bien se ha encontrado GABA en tejido hepático, su metabolismo allí no está 

completamente comprendido (Erdö y Kiss, 1986). Se sabe que la captación de GABA y 

su metabolismo inicial ocurre en hepatocitos pero no en células endoteliales ni en 

células de Kupffer (Minuk y col., 1984). Ferenci y col. (1983) propusieron que sería la 

GABA-T hepática la responsable de regular los niveles de GABA presentes en el suero. 

Otros estudios demostraron que la mayor actividad GABA-T fuera del SNC se 

encuentra en el hígado (White y Sato, 1978). 
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También ha sido identificada la presencia de GABA en el riñón de mamíferos (Goodyer 

y col., 1982; Dobo y col., 1992), pero su función tampoco está claramente entendida. A 

pesar de ello, se piensa que el GABA renal estaría involucrado en el proceso de 

amoniagénesis (Lancaster y col., 1973; Goodyear y col., 1980). También se ha sugerido 

que tendría una función en la regulación de la permeabilidad del nefrón al cloro 

(Tillakaratne y col., 1995). 

Erdö y Kiss (1986) demostraron que el GABA está presente también en el bazo de 

ratón, rata y conejo; y que hay actividad GABA-T en el corazón de ratón, pero en todos 

los casos se desconoce su función en estos tejidos. 

Tanto el GABA como su receptor y las enzimas responsables de su metabolismo fueron 

encontradas en el pancreas de mamíferos en concentraciones altas (Okada y col., 1976; 

Taniguchi y col., 1979; Vincent y col., 1983; Gilon y col., 1991; Sorenson y col., 1991; 

Borboni y col., 1994). El GABA está presente en las células β de los islotes de 

Langerhans (Rorsman y col., 1989; Sorenson y col., 1991), mientras que receptores 

GABAA se han encontrado en las células α (Rorsman y col., 1989). Gaskins y col. 

(1995) demostraron que las células β de los islotes que secretan insulina pueden liberar 

GABA en respuesta a niveles elevados de glucosa. Sin embargo, la función del GABA 

en el pancreas es objeto de múltiples controversias (Taniguchi y col., 1982; Satin y 

Kinard, 1998; Fernandez-Pascual y col., 2004). 

En la rata, la mayor parte del GABA presente en la glándula adrenal jugaría un papel en 

la modulación de la liberación de catecolaminas desde la médula adrenal (Kataoka y 

col., 1984; Oset-Gasque y col., 1992) y el encontrado en los elementos neuronales de 

ganglios simpáticos (Happola y col., 1992; Wolff y col., 1992) actuaría como un 

modulador inhibitorio de la transmisión ganglionar (Wolff y col., 1987; Park y col., 

2006). 

La existencia de sistemas GABA neurales y no neurales en el tracto gastrointestinal está 

ampliamente documentada y su función estaría relacionada con la motilidad intestinal y 

con secreciones endócrinas (Gilon y Ramacle, 1992; Kerr y Ong, 1992; Tanaka y 

Taniyama, 1992; Krantis, 2000; Tsai y col., 2005). 

El GABA podría también regular el tono de los vasos sanguíneos cerebrales (Roberts y 

Krause, 1982; Tillakaratne y col., 1995). 

El papel del GABA en la regulación de las secreciones endócrinas también recibió una 

atención considerable. Así, el GABA incrementa la liberación de LH in vivo e in vitro 
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(Vijayan y McCann, 1978; Virmani y Stojilbovic, 1989; Ferreira y col., 1996) y 

estimula la liberación de LHRH de fragmentos hipotalámicos in vitro (Masotto y Negro-

Vilar, 1986). También el GABA ha sido involucrado en el control de las funciones 

hipofisiarias (Gamel-Didelon y col., 2002,2003; Catalano y col., 2005) y es discutido su 

papel en el control del comportamiento reproductivo (Lieb y col., 1994; Hernandez-

Tristan y col., 2006). 

Además, el GABA también estaría involucrado en la regulación de las contracciones 

uterinas durante el parto (Fujii y Mellon, 2001). 

Recientemente, ha sido propuesto un papel para el GABA en el desarrollo neuronal 

temprano (Jelitai y col., 2004; Jelitai y Madarasz, 2005). 

En síntesis, se puede decir que el papel del GABA, y de las enzimas responsables del 

metabolismo del mismo en tejidos no neurales está en pleno estudio. Debido a que el 

GABA puede ser convertido en ácido succínico y sufrir un metabolismo oxidativo por 

el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, se puede especular que el GABA podría servir 

como una fuente alternativa de energía, además de ser un importante neuromodulador. 

También se ha propuesto que en tejidos no neurales, el GABA podría tener un papel 

regulatorio en conjunto con hormonas esteroideas y catecolaminas (Tillakaratne y col., 

1995). 

 

 

1.3. RECEPTORES DE GABA 
 

 

1.3.1. Generalidades 
 

 

Las membranas celulares permiten el paso por simple difusión del agua y de las 

moléculas no polares. Sin embargo, las membranas celulares también son permeables a 

diversas moléculas polares tales como iones, azúcares, aminoácidos, nucleótidos y 

muchos metabolitos celulares. La transferencia de estos solutos a través de las 

membranas celulares es responsabilidad de unas proteínas de membrana especiales, 

llamadas proteínas de transporte a través de las membranas. Cada proteína está 

destinada al transporte de un tipo de molécula. 

 

Existen dos clases mayoritarias de proteínas de transporte de membrana: a) las proteínas 

transportadoras, también llamadas transportadores o carriers y b) las proteínas de canal. 
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Las proteínas de transporte unen el soluto específico que va a ser transportado y sufren 

un cambio conformacional que permite la transferencia del soluto a través de la 

membrana. 

Las proteínas de canal forman poros llenos de agua que atraviesan la bicapa lipídica. 

Cuando estos poros están abiertos, permiten que determinados solutos puedan pasar a 

través de ellos y por lo tanto atravesar la membrana. 

Las proteínas de canal de la membrana plasmática de las células animales y vegetales 

forman pequeños poros altamente selectivos. Casi todas estas proteínas de canal están 

relacionadas específicamente con el transporte iónico, por lo que se las denomina 

canales iónicos. 

Los canales iónicos no están acoplados a una fuente energética, de forma que el 

transporte que median siempre es pasivo, permitiendo que iones específicos (Na
+
, K

+
, 

Ca
2+

 o Cl
-
) puedan difundir siguiendo su gradiente electroquímico a través de la bicapa 

lipídica. 

Una característica de los canales iónicos es que no están continuamente abiertos. La 

apertura de ellos responde a perturbaciones específicas de la membrana. Los principales 

tipos de perturbaciones que causan la apertura de los canales iónicos son: a) cambios en 

el voltaje a través de la membrana (canales regulados por voltaje), b) estimulaciones 

mecánicas (canales regulados mecánicamente) y c) la unión de una molécula señal 

(canales regulados por ligando). Dentro de estos últimos, el ligando señal puede ser un 

mediador extracelular llamado neurotransmisor (canales regulados por transmisor) o un 

mediador intracelular. El mediador intracelular puede ser un ion (canales regulados por 

ion), un nucleótido (canales regulados por nucleótido) o una proteína reguladora de 

unión a GTP (canales regulados por proteína G) (Alberts y col., 1992). 

 

Los neurotransmisores de acción rápida incluyen la acetilcolina, el GABA, la glicina, el 

glutamato y el aspartato. En general, una neurona en concreto secreta uno sólo (y 

ocasionalmente dos) de estos transmisores (Mayer y Westbrook, 1987; Gottlieb, 1988). 

Los neurotransmisores se pueden clasificar según sus acciones. La acetilcolina, el 

glutamato y el aspartato, al actuar sobre su receptor presente en la membrana de la fibra 

muscular esquelética provocan la despolarización de la fibra, desencadenando un 

potencial de acción. Por lo tanto, este receptor de transmisor media un efecto excitador. 
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Como contrapartida, el GABA y la glicina median una inhibición rápida. Los receptores 

a los que se unen están asociados a canales que, en estado abierto, permiten el paso de 

pequeños iones negativos (principalmente el Cl
-
) pero que son impermeables a los iones 

positivos (Baker y Owen, 1986; Yang y Olsen, 1987). La apertura de estos canales de 

Cl
-
 tiende a mantener el potencial de membrana en su valor de reposo o incluso en un 

valor hiperpolarizado, haciendo más difícil despolarizar la membrana y por lo tanto, 

excitar a la célula; pero en algunas neuronas, los iones Cl
-
 salen, produciendo una 

despolarización (Johnston, 1996). De aquí que, como ya se ha manifestado, el GABA y 

la glicina son los principales transmisores que median la inhibición rápida en el SNC de 

los vertebrados. Por otra parte, se sabe que el GABA realiza esta misma función en las 

uniones neuromusculares de los insectos y los crustáceos (Mayer y Westbrook, 1987; 

Gottlieb, 1988). 

Se conocen agonistas y antagonistas que reaccionan de forma diferente con los 

receptores de los distintos neurotransmisores, de manera que es corriente caracterizar a 

los diferentes receptores gracias a los agonistas y antagonistas que se unen a ellos 

(Snyder, 1984). 

Los receptores GABA son parte de una superfamilia de canales iónicos activados por 

ligando que incluyen a los receptores de acetilcolina nicotínicos y receptores de glicina 

sensibles a estricnina, además de los receptores de glutamato ionotrópicos y receptores 

de serotonina (Schofield y col, 1987; Ortells y Lunt, 1995; Chebib y Johnston, 1999). 

 

 

1.3.2. Diferentes tipos de receptores de GABA 
 

 

La clasificación de los receptores de GABA fue establecida en 1981, definiéndose como 

receptor GABAA a aquel que era sensible al antagonismo por bicuculina e insensible al 

baclofen, mientras que el receptor GABAB era aquel insensible al antagonismo por 

bicuculina y activado por el baclofen (Hill y Bowery, 1981). Los receptores GABAA y 

GABAB difieren no sólo en su farmacología, sino también en su funcionamiento. 

Los receptores GABAA controlan la apertura de canales iónicos de cloro (Bormann, 

1988; Silviotti y Nistri, 1991) mientras que los receptores GABAB están unidos a un 

sistema de segundo mensajero (Enz y Cutting, 1998). Tanto los receptores GABAA 

como los receptores GABAB se localizan en regiones pre y postsinápticas de neuronas. 

Además, ambos subtipos son heterogéneos (Whiting, 1999; Vacher y Bettler, 2003). 
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Por otra parte, hay ahora una considerable evidencia de que el GABA puede activar 

receptores que no se encuadran en la clasificación de 1981, ya que estos receptores son 

relativamente insensibles a los efectos del baclofen, barbituratos, benzodiazepinas y la 

bicuculina (Feigespan y col., 1993; Qian y Dowling, 1993; Wisden y col., 1996). Estos 

"nuevos" receptores de GABA fueron descriptos en retina de vertebrados, cerebelo, 

hipocampo, tectum óptico, médula espinal y también en insectos (Rozzo y col., 2002; 

Kirischuk y col., 2003; Lukasiewicz y col., 2004). Estos "nuevos" receptores fueron 

llamados en un primer momento receptores GABAC, receptores GABANANB ("no-A, no-

B") y también receptores GABAρ. Actualmente han sido colectivamente denominados 

receptores GABAC (Johnston, 1994; Borman y Feigenspan, 1995), aunque 

recientemente ha sido sugerido denominarlos receptores GABAA0r (Bormann, 2000). 

Estos receptores GABAC están directamente asociados con canales iónicos de cloro y 

podrían ser homooligómeros de un tipo particular de subunidad (ρ) o bien 

heterooligómeros de varios tipos de subunidades (Enz y Cutting, 1998; Boue-Grabot y 

col., 2000; Pan y col., 2000; Harrison y Lummis, 2006). De esta manera, habría una 

gran diversidad de receptores GABAC y tendrían propiedades funcionales diferentes 

(Qian y col., 1998; Johnston y col., 2003; Kirischuk y col., 2003). 

 

 

1.4. RECEPTORES GABAA 
 

 

1.4.1. Estructura 
 

Los receptores GABAA parecen ser los más complejos de la superfamilia de los canales 

iónicos activados por ligando en términos del gran número de subtipos de receptores y 

también de la variedad de ligandos que interactúan con sitios específicos en los 

receptores (Kerr y Ong, 1992). 

El estudio de las propiedades farmacológicas del GABA permitió la construcción de una 

macromolécula esquematizada para el receptor GABAA (Figura 5) (Olsen, 1981; Robel 

y Baulieu, 1994; Kardos, 1999). 

 

El receptor purificado está formado por 2 polipéptidos mayores (α de 51 kDa y β de 56 

kDa). Originalmente, se propuso como estructura para el receptor la de un complejo 

hetero-oligomérico de 220-300 kDa (Sigel y col., 1983). Basados en la similitud de las 
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secuencias, han sido identificadas 5 familias de subunidades del receptor GABAA y 

fueron nombradas como subunidades α, β, γ, δ, y ρ (Mihic y col., 1995). Hay entre un 

30 y 40% de secuencias homólogas entre las familias de subunidades. 

Recientemente fueron identificadas tres nuevas subunidades correspondientes al 

receptor GABAA, denominadas subunidad π, ε y θ. 

Todo esto nos habla de la gran variedad de combinaciones posibles de subtipos de 

subunidades, lo que origina una variedad muy grande de receptores GABAA que 

difieren sólo en las isoformas de las subunidades que los constituyen. A pesar de esto, la 

combinación pentamérica estequiométricamente más favorecida incluye 2 subunidades 

α, 2 subunidades γ y 1 subunidad β (Backus y col., 1993) o bien 2 subunidades α, 2 

subunidades β y 1 subunidad γ (Chang y col., 1996). 

Las combinaciones diferentes de los subtipos de subunidades proteicas hacen que la 

farmacología y fisiología de los distintos tipos de receptores GABAA no sean 

necesariamente iguales (MacDonald y Angelotti, 1993; Puia y col., 1993; Mellon, 1994; 

Mihic y col., 1995; Maitra y Reynolds, 1999; Smith y col., 2001). 

 

 

1.4.2. Funcionamiento 
 

 

El GABA media la neurotransmisión inhibitoria rápida por medio de la activación de 

receptores GABAA/canales de Cl
-
. Como ya se ha indicado, normalmente, los iones 

cloro ingresan a las neuronas, produciendo una hiperpolarización (Misgeld y col., 

1986), pero en algunas neuronas, los iones cloro salen, produciendo una despolarización 

(Ben-Ari y col., 1989; Fizman y col., 1990; Michelson y Wong, 1991; Xie y Smart, 

1991,1993; McIntire y col., 1993; Staley, 1994; Smith y col., 1995; Marty y Llano, 

2005). 

La mayoría de los canales receptores GABAA están abiertos en el pico de las corrientes 

postsinápticas inhibitorias, y los receptores subsinápticos están virtualmente saturados 

por el GABA liberado en la hendidura sináptica (Edwards y col., 1990). La 

desensibilización de los receptores GABAA es dependiente de voltaje (Yoon, 1994). 
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Agonistas  ↑↑↑↑
Benzodiazepinas

Antagonistas  ↓↓↓↓
Agonistas inversos ↓↓↓↓

Agonistas de GABA ↑↑↑↑
Muscimol

THIP

Antagonistas de GABA ↓↓↓↓
Bicuculina

Convulsivantes 

TBPS

Picrotoxina  ↓↓↓↓
Esteroides: PREG S ↓↓↓↓

Barbituratos

Esteroides: Alopregnanolona ↑↑↑↑

Alcohol ↑↑↑↑

Otros inhibidores no competitivos

 
 

 

 

 

 

Figura 5. Modelo simplificado del receptor GABAA. Este esquema no representa el 

ensamble exacto de las subunidades ni la estequiometría de los sitios de reconocimiento 

del ligando asociados con las subunidades. Las líneas punteadas indican las categorías 

de los sitios sobre las subunidades mayores α y β. La subunidad γ (no representada) es 

necesaria para la unión de benzodiazepinas. Las líneas sinuosas indican una posible 

modificación de la estructura de la membrana. Las flechas verticales indican la 

estimulación o potenciación (↑) y la inhibición (↓) de la neurotransmisión GABAérgica 

por los ligandos listados. 

GABA: ácido γ-aminobutítico; THIP: 4,5,6,7 tetrahidroisoxazolo[5,4-C]piridin-3-ol; 

TBPS: t-butilbiciclofosforotionato; PREG S: sulfato de pregnanolona (Modificado de 

Robel y Baulieu, 1994). 
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El GABA es reincorporado desde el ambiente sináptico por un proceso de transporte 

activo que recaptura el GABA y lo envía al interior de las terminales presinápticas para 

luego reliberarlo, y al interior de células gliales vecinas en donde es metabolizado 

(Johnston y Balkar, 1989). 

Recientemente, Sem`yanov (2005) propuso que las acciones del GABA no estarían 

limitadas sólo a la región postsináptica, sino que podría ser liberado en el espacio 

extrasináptico por recaptación del GABA, por exocitosis glial o por shock osmótico. 

Los receptores de GABA también estarían localizados en distintas partes de las 

neuronas y células gliales (Farrant y Nusser, 2005), y dependiendo de la distribución 

subcelular de estos receptores y su composición de subunidades, el efecto de este 

GABA extracelular sería diferente (Sem`yanov, 2005). 

Adicionalmente se ha demostrado que el GABA incrementa el Ca
2+

 intracelular a través 

de su unión a un receptor GABAA que a su vez activa canales de Ca
2+

 dependientes de 

voltaje en distintos tipos celulares (Isaacson, 2001;Lyons y col., 2001; Ma y col., 2001; 

Pan 2001; Perrot-Sinal y col., 2001). 

 

1.4.3. Propiedades farmacológicas 
 

 

Una serie de drogas modifican las corrientes que atraviesan el canal/receptor GABAA 

(Olsen, 1987; Macdonald y Twyman, 1992). Los barbituratos y las benzodiazepinas 

aumentan las corrientes del canal/receptor GABAA (Choi y col., 1977; Macdonald y 

Barker, 1978,1979) pero a través de diferentes sitios de regulación alostérica en el 

receptor (Olsen, 1981,1987; Study y Baker, 1981; Twyman y col., 1989). Los 

esteroides, incluyendo los esteroides anestésicos y los metabolitos de la progesterona, 

también aumentan las corrientes del canal/receptor GABAA (Majewska y col., 1986; 

Callachan y col. 1987a,b). Drogas como la bicuculina, la picrotoxina, el metil6,7-

dimetoxi-4-etil-β-carbolina-3-carboxilato (DMCM), y la penicilina, reducen la 

inhibición mediada por GABA, pero cada una de estas drogas interactúa con un sitio 

diferente del canal/receptor GABAA. 

Para mejorar las corrientes en el canal/receptor GABAA, una droga puede incrementar la 

conductancia del canal al aumentar la frecuencia de apertura y cierre y/o la duración de 

la apertura y cierre. Del mismo modo, para reducir las corrientes del canal/receptor 

GABAA, las drogas pueden disminuir la conductancia del canal al disminuir la 
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frecuencia de apertura y cierre y/o la duración de la apertura y cierre del canal. De esta 

manera, el conocimiento de las alteraciones producidas en las corrientes del 

canal/receptor por el uso de distintas drogas y el mecanismo de acción de las mismas, 

nos permite un conocimiento más profundo de la estructura y funcionamiento del 

receptor. Es por ello que el conocimiento de las propiedades farmacológicas del 

receptor revisten un carácter fundamental en el estudio de los canales/receptores 

GABAA. 

 

Podríamos resumir la compleja farmacología del receptor GABAA diciendo que existe 

una variedad de compuestos que interactúan con los receptores GABAA. El número de 

sitios diferentes para estos compuestos en el receptor GABAA está aún lejos de haber 

sido completamente dilucidado. Se sabe que, al menos, estos sitios incluyen: 

 

1) Sitios para unión del GABA. 

2) Sitios para reconocimiento de agonistas, que son también los sitios de acción de 

antagonistas competitivos. 

3) Sitios para picrotoxina, que parece estar asociado al canal de cloro. 

4) Sitios para barbituratos, que interactúan con los sitios de reconocimiento de agonistas 

y sitios para picrotoxinas. 

5) Sitios para esteroides neuroactivos. 

6) Sitios para benzodiazepinas. 

7) Sitios para etanol. 

8) Sitios esteroselectivos para anestésicos de inhalación. 

9) Sitios para Zn
2+

. 

10) Distintos sitios para cationes como Ca
2+

, Sr
2+

, Ba
2+

, Cd
2+

, Mn
2+

 y Mg
2+

. 

11) Sitios intracelulares para el Ca
2+

 asociados a la fosforilación de "rulos" 

intracelulares de las subunidades proteicas que constituyen el receptor GABAA. 

12) Sitios para La
3+

. 

Y que posiblemente también haya: 

13) Sitios asociados con fosfolípidos que interactúan con subunidades proteicas del 

receptor. 

14) Sitios asociados con actividad proteinquinasa involucrada en la fosforilación de 

subunidades proteicas. 
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1.5. RECEPTORES GABAB 
 

En 1981, Bowery y colaboradores descubrieron un nuevo tipo de receptor GABA que 

era insensible a la bicuculina y otros compuestos que interaccionan con los receptores 

GABAA clásicos, pero que era estereoselectivamente sensible al L-baclofen. A este tipo 

de receptores GABA se los llamó GABAB. 

Los receptores GABAB están acoplados a canales de Ca
2+

 y K
+
 así como a otros 

sistemas de segundos mensajeros por medio de proteínas de unión del nucleótido 

guanina (proteínas G) (Bowery, 1989; New y col., 2006). 

En 1987 se comprobó que el faclofen, que es el ácido fosfórico derivado del baclofen, 

bloqueaba selectivamente la acción del GABA y el baclofen sobre este tipo de 

receptores (Kerr y col., 1987). Este compuesto actúa como un agonista débil. Luego se 

descubrió el efecto como antagonista selectivo potente del ácido 3-

aminopropil(dietoximetil)fosfínico (CGP35348) sobre los receptores GABAB (Olpe y 

col., 1990). Gracias a la existencia de estos compuestos, se determinó que estos 

receptores tienen distintos subtipos desde el punto de vista farmacológico. 

Estudios electrofisiológicos apoyaron la existencia de heterogeneidad de receptores 

GABAB (Dutar y Nicoll, 1988; Calabresi y col., 1991; Dib y Ong, 1995). Por su parte, 

estudios bioquímicos demostraron la existencia de receptores GABAB con alta o baja 

afinidad por L-baclofen (Bonano y Raiteri, 1993). 

La función más importante del receptor GABAB sería mediar la inhibición de la 

liberación de neurotransmisor a nivel presináptico (Bowery, 1989,1993; Bonano y 

Raiteri, 1993). 

Recientemente, He y col. (2001) identificaron la presencia de receptores GABAB en 

testículo y espermatozoides de ratón. 

 

 

1.6. PRESENCIA DE GABA Y DE LAS ENZIMAS DE SU METABOLISMO EN 

EL OVIDUCTO Y EL ÚTERO 

 

Se ha establecido que el oviducto de rata tiene las concentraciones más altas de GABA 

dentro de los órganos periféricos (Celotti y col., 1986). Su importancia es tal, que dichos 

niveles duplican las concentraciones encontradas en el cerebro (Martin del Río, 1981; 

Erdö y col., 1982). Estos valores fueron confirmados por distintos métodos de 
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evaluación (Apud y col., 1984, Fernandez-Pardal y col., 1984). En el oviducto de coneja 

(Erdö y col., 1984a) y de mujer (Erdö, 1983a), los niveles de GABA son un poco 

inferiores al 10% de los encontrados en el cerebro. También se detectaron 

concentraciones bajas de GABA en los oviductos de ratona, perra, gata, mona, cerda y 

oveja (Martin del Río, 1981). Estos hechos indicarían que los valores extremadamente 

altos de GABA encontrados en el oviducto de rata son una excepción entre las especies 

de mamíferos. 

 

En cuanto al útero las concentraciones de GABA en rata y coneja fueron 

aproximadamente un 1% de la concentración de GABA cerebral (Martin del Río, 1981; 

Erdö, 1984a). 

A continuación se presentan las concentraciones de GABA en los oviductos y el útero 

de varios mamíferos (Tabla IV): 

 

Tabla IV. Concentraciones de GABA en el oviducto y útero de algunas especies de 

mamíferos. 

 

TEJIDO ESPECIE CONCENTRACIÓN DE 

GABA  

REFERENCIA 

  (nmol/g de tejido)  

 Rata 5030 Martín del Río, 1981 

  4438 Erdö y col., 1982 

Oviducto  4602 Apud y col., 1984 

  2770 Fernandez-Pardal y col., 1984 

 Conejo 110 Erdö, 1984a 

 Humano 177 Erdö, 1983a 

 Rata 27 Martín del Río, 1981 

Utero  29.8 Erdö, 1984a 

  520 Fernandez-Pardal y col., 1984 

 Conejo 16.3 Erdö, 1984a 
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Existen variaciones fisiológicas de la concentración de GABA, las que están 

relacionadas con cambios cíclicos, cambios gestacionales, y cambios relacionados con 

la edad (Louzan y col., 1986; Forray y col., 1993). 

Así, la concentración de GABA en el oviducto de rata mostró un valor máximo durante 

la fase diestro del ciclo ovárico (Martín del Río, 1981), cerca de un 30% más alto que 

durante los otros estadios del ciclo. Trabajos hechos por Erdö (1986), Louzan y col. 

(1986) y Forray y col. (1993) demostraron que la concentración de GABA en el 

oviducto de rata aumenta débilmente desde el principio del estro hasta el proestro 

temprano, donde alcanza un máximo, seguido por una aguda disminución en el proestro 

tardío y el estro temprano. En contraposición, Fernandez-Pardal y col. (1984), Gimeno y 

col. (1986) y Celotti y col. (1987) no encontraron cambios cíclicos en el contenido de 

GABA del oviducto de rata, a pesar de que sus resultados sugerían un aumento 

moderado durante el proestro. 

En el útero de rata, también se determinó una variación cíclica de la concentración de 

GABA (Fernandez-Pardal y col., 1984; Gimeno y col., 1986). Sin embargo, la 

significancia estadística de la elevación de la concentración de GABA en el período de 

estro debe ser analizada con cuidado, debido al método utilizado para su evaluación 

(Martín del Río y col., 1986). 

Respecto a los cambios gestacionales, se demostró un descenso progresivo de las 

concentraciones de GABA en el oviducto de ratas preñadas (Erdö, 1984b). Esta 

reducción significativa (cercana al 30% con respecto al control del diestro) de la 

concentración de GABA al día 21 de gestación indicaría la dependencia hormonal de 

los niveles de GABA en el oviducto de rata. 

Al analizar los cambios relacionados con la edad, se observó que, en el oviducto de rata, 

la concentración de GABA muestra un aumento gradual durante las primeras 4 semanas 

posteriores al nacimiento. Luego permanece sin cambios hasta la décima semana 

después del nacimiento, para sufrir una disminución significativa a la edad de 12 y 24 

meses (Forray y col., 1993). Estos resultados podrían indicar la maduración y también el 

envejecimiento del sistema gabaérgico del oviducto de la rata. Los valores altos de 

concentración de GABA obtenidos en animales en la edad de mayor fertilidad podría 

también estar relacionado con la función sexual. 
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Con respecto a la distribución del GABA en el oviducto y útero se determinó que en el 

ampula oviductal de mujeres, la concentración de GABA toma un valor de 224 

nmoles/g de tejido y de 181 nmoles/g de tejido en el istmo (Erdö, 1983a). Estas 

variaciones no fueron estadísticamente significativas. Adicionalmente, Erdö (1986) 

determinó en el oviducto de rata, concentraciones de 7,252 y de 3,117 nmoles/g de 

tejido en las regiones ampulares e istmicas respectivamente. 

Murashima y Kato (1984) demostraron en preparados de istmo oviductal de rata, que el 

GABA está presente entre 5 y 20 veces más concentrado en la capa mucosa que en las 

capas muscular y serosa, respectivamente. 

Por otra parte, secciones de tejido del oviducto de rata incubadas con un antisuero 

antiGABA (Hodgson y col., 1985, Somogyi y col., 1985) mostraron una 

inmunorreactividad fuerte en el epitelio, particularmente en la superficie ciliada. A nivel 

de microscopía electrónica, esta inmunorreactividad específica se presentó en los 

cuerpos basales de las cilias. Sólo una tenue marcación se observó en otras estructuras 

como la capa muscular del oviducto (Erdö y col., 1986). 

En homogenatos crudos de oviducto de rata se encontró actividad GAD (Martín del Río, 

1981; Apud y col., 1984, Erdö y col., 1984a; Duvilanski y col., 1985). Esta actividad 

GAD tubárica es mucho menor que la del cerebro, pero sus propiedades bioquímicas y 

cinéticas son similares a la de la GAD cerebral (Erdö y col., 1984a). Además, estas dos 

enzimas son idénticas inmunológicamente hablando a pesar de su diferente origen 

(Apud y col., 1984; Celotti y col., 1986). Por otra parte, con el uso de inhibidores de la 

actividad GAD cerebral, se logró una inhibición de la actividad GAD tubárica e 

hipotalámica semejante (Erdö y col., 1984a), lo que indica la similitud de ambas 

enzimas. 

También se encontró actividad GAD en homogenatos de tejido uterino de ratona (Haber 

y col., 1970), rata y coneja (Erdö, 1984a) pero en muy pequeñas cantidades (Haber y 

col., 1970, Erdö, 1984a). 

Los trabajos realizados por Erdö (1984a) mostraron una distribución segmentaria de la 

actividad GAD en el oviducto de rata, con el ampula mostrando el doble de actividad 

respecto al istmo. Los estudios realizados sobre capas del istmo de rata, mostraron una 

ocurrencia predominante de la actividad GAD en la mucosa, con una actividad 5 veces 

menor en las capas musculares y ausencia de actividad específica en la serosa 

(Murashima y Kato, 1984,1986). 
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Los niveles relativamente bajos de GAD en el oviducto de rata y la concentración 

extremadamente alta de GABA en este tejido sugieren que otros caminos biosintéticos 

podrían contribuir a la formación de GABA. Por otra parte, en la rata, los niveles altos 

de GABA oviductales acumulados luego de la muerte (Erdö, 1984c) -como 

consecuencia del bloqueo de las enzimas que lo degradan y el mantenimiento de la 

actividad GAD post-mortem- no pueden ser explicados por la moderada actividad GAD 

encontrada en la trompa de Falopio. 

En el oviducto de rata, como paso alternativo biosintético, se demostró la conversión in 

vivo de 
14

C-putrescina a 
14

C-GABA (Orensanz y col., 1983) y la síntesis de GABA a 

partir de ácido glutámico (Orensanz y col., 1986). 

La enzima GABA-T, responsable de la degradación del GABA en el cerebro (Wu, 

1976) está también presente en homogenatos crudos de oviducto de rata (Martín del 

Río, 1981). La actividad enzimática GABA-T tubárica es menor que la del cerebro 

(Erdö,1986) y no puede ser completamente bloqueada por las concentraciones usuales 

de inhibidores de la actividad GABA-T cerebral in vitro (Martín del Río, 1981, Martin 

del Río y Lopez, 1983). Al tratar ratas con inhibidores de la GABA-T, fallan en elevar 

los nivelos tubáricos de GABA (Erdö y col., 1982, Martín del Río y Lopez, 1983). Por 

otra parte, como ya se indicara, se ha visto un aumento de la concentración de GABA 

post-mortem en el oviducto de rata (Erdö, 1984c). Debido a que esta marcada elevación 

de los niveles de GABA después de la muerte no puede ser debida sólamente a una 

inhibición de la GABA-T inducida por anoxia, parece posible que estuviesen 

involucradas otras rutas catabólicas dependientes de oxígeno en la degradación del 

GABA en el oviducto. La GABA-T fue identificada también en el útero de rata 

(Erdö,1986). 

Estudios histoquímicos demostraron la presencia de reactividad específica de GABA-T 

en el epitelio y endometrio del oviducto (Amenta y col., 1986; Erdö,1986), mientras que 

otros elementos tisulares del oviducto mostraron poco o ningún tipo de actividad 

enzimática (Erdö y col., 1986). Si bien todos los resultados indican la presencia de 

GABA, GAD y GABA-T dentro de las mismas células del oviducto de la rata, no hay 

referencias respecto a la localización de GABA y GAD en el útero. 

Por otra parte, se sabe que existe un sistema de captación activo de GABA en el 

oviducto (Erdö, 1983b, Erdö y col., 1984b; Erdö y Amenta, 1986). Adicionalmente, 
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Erdö y col. (1984a) demostraron que el GABA puede ser almacenado, al menos en 

parte, por células probablemente secretoras de la mucosa del oviducto de la coneja. 

En la membrana del oviducto de rata se encontró una baja densidad de sitios de unión 

para 
3
H-GABA específicos (Erdö y Lapis, 1982). En la membrana de la trompa de 

Falopio de la mujer (Erdö, 1983a) se encontraron sitios de unión de 
3
H-GABA de alta 

afinidad. También se demostró la existencia de sitios de unión de 
3
H-GABA en útero de 

rata y coneja (Erdö, 1984a). 

En el caso de los sitios de unión uterinos y oviductales se trata de receptores de tipo 

GABAA. Estos resultados fueron corroborados por experimentos de desplazamiento 

utilizando muscimol y bicuculina (Erdö y Lapis, 1982; Erdö, 1984a). Además de este 

tipo de receptores, otros estudios (Bowery y col., 1983; Erdö y col., 1984c; Lazlo y col., 

1990) demostraron las presencia de receptores GABAB en oviducto y útero. 

Adicionalmente, se ha identificado la presencia de receptores GABAA en útero (Amenta 

y col., 1988) y se propuso que cumplirían una función en la regulación de la motilidad 

uterina inhibiendo las contracciones (Majewska y Vaupel, 1991; Mahesh y col., 1996). 

Hedblom y Kirkness (1997) determinaron que estos receptores uterinos contienen en su 

mayoría una subunidad π, y que la presencia de esta subunidad altera la sensibilidad de 

los receptores GABAA a la pregnanolona endógena. Akinci y Schofield (1999) 

establecieron que los receptores GABAA de útero expresan un número menor de 

subunidades en su composición que los presentes en otros tejidos. A pesar de ello, se ha 

establecido que la composición de subunidades de los receptores GABAA del útero de 

rata varían durante la gestación (Fujii y Mellon, 2001). 

 

1.7. PRESENCIA DE GABA EN EL OVARIO  
 

 

El GABA ha sido detectado en el ovario de rata y de humanos. A continuación, se 

presentan los valores encontrados en este órgano por distintos autores (Tabla V).  

Dentro de los valores determinados para el GABA ovárico, se diferencian dos tipos de 

resultados obtenidos. Mientras que Schaeffer y Hsueh (1982), Erdö (1984b) y 

Fernandez-Pardal y col. (1984) encontraron aproximadamente 0.5 µmol de GABA/g de 

tejido, que es una alta concentración para tejidos periféricos; Martín del Río (1981) y 

Apud y col. (1984) detectaron valores bajos (0.04-0.1 µmol de GABA/g de tejido) y que 

son similares a los presentes en la mayoría de los tejidos no neurales. Estas diferencias 
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no estarían relacionadas con la fase del estro de los animales analizados ni la línea 

animal utilizada, sino que parecería depender del procedimiento analítico utilizado para 

la determinación del GABA. 

 

 

Tabla V. Concentraciones de GABA en el ovario de algunas especies de mamíferos. 

 
TEJIDO ESPECIE CONCENTRACIÓN 

DE GABA  

REFERENCIA 

  (µmol/g de tejido)  

 Rata 0,04 Martín del Río, 1981 

  0,1 Apud y col., 1984 

Ovario  0,51 Erdö, 1984b 

  0,54 Schaeffer y Hsueh, 1982 

  0,55 Fernandez-Pardal y col., 1984 

 Humano 0,21 Erdö y Laszlo, 1984 

  0,214 Tanaka, 1985 

 
La presencia de la enzima GAD en el ovario también ha sido establecida (Schaeffer y 

Hsueh, 1982; Apud y col., 1984; Erdö, 1984b; Duvilanski y col., 1985). Si bien la 

localización del GABA y GAD en las células ováricas no ha sido determinada, se 

estableció la ausencia de cantidades medibles de GABA y GAD en las células de la 

granulosa de ratas inmaduras (Schaeffer y Hsueh, 1982). 

Al menos tres procesos fisiológicos pueden contribuir a la presencia de GABA en el 

ovario: 1) la captación desde el fluído extracelular, 2) la síntesis en un posible 

componente gabaérgico del ovario de inervación extrínseca, y 3) la síntesis en las 

células parenquimales o en las del estroma. 

La existencia de un proceso de captación de GABA en el ovario requiere de la presencia 

de aminoácidos en el fluído extracelular y de un sistema de transporte de GABA. 

Desde que se estableció que la concentración de GABA en el citoplasma es 

aproximadamente 0.6 µmoles/ml (Gerber y Hare, 1980) y desde que Erdö (1984b) 

describió un sistema de captación en preparados de ovario de rata, los requerimientos 

para la presencia de GABA en el ovario a través de un proceso de captación fueron 

intensamente estudiados. Sólo una pequeña porción de las células ováricas son capaces 
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de almacenar GABA (Erdö, 1983b), según lo demostró este autor en estudios in vitro. 

En estos estudios también demostró que la captación de GABA in vitro era dependiente 

de Na
+
 y de la temperatura. Además, también demostró que la captación fue débilmente 

inhibida por el uso de ouabaína y de ácido d,l-nipecótico, mientras que el uso de β-

alanina produjo una inhibición marcada. 

 

1.7.1. Metabolismo del GABA en el ovario 
 

El ácido glutámico, precursor conocido del GABA en el sistema nervioso central, puede 

ser también una fuente metabólica para el GABA ovárico (Erdö, 1984b).  

Adicionalmente, como ya hemos comentado, el GABA ovárico puede formarse a partir 

de la putrescina. Esto fue establecido por Andersson y col. (1980) que demostraron en 

ratas inmaduras que el GABA es el mayor metabolito formado in vitro a partir de 
14

C-

putrescina via una deaminación oxidativa y que la formación de GABA aumenta en el 

ovario de ratas previamente tratadas con gonadotrofina sérica de yegua preñada 

(PMSG). 

La degradación del GABA ocurre por la acción de la enzima GABA-T (Schousbe y col., 

1980). Esta enzima no ha sido descripta en el ovario, pero se ha visto un incremento en 

un 300% de los niveles de GABA en el ovario después de 12 días de administración oral 

de etanolamina-O-sulfato, un inhibidor de la GABA-T (Fowler y John, 1972; Martin del 

Rio y col., 1986). Por otra parte, Erdö (1984c) determinó un incremento del GABA 

ovárico post-mortem, que puede ser interpretado como el resultado de la inhibición de la 

enzima GABA-T (Shank y Aprison, 1971). 

Con respecto al posible papel del GABA en el ovario, se ha sugerido desde hace tiempo 

que el GABA podría ser un neurotransmisor en el plexo entérico de los mamíferos 

(Jessen y col., 1979). Si efectivamente el GABA actuase como neurotransmisor, debería 

cumplir con una serie de criterios, tales como presencia del GABA, existencia de una 

enzima que lo sintetice, y un mecanismo para la inactivación sináptica (captación). 

Todos estos requisitos han sido demostrados (Martin del Rio y col., 1986). Un cuarto 

criterio es la existencia de receptores postsinápticos. Y el ovario contiene sitios de unión 

para GABA (Erdö y Lapis, 1982; Erdö y László, 1984). 

Sin embargo, la existencia de estos sitios de unión, que sugerirían un potencial papel del 

GABA como neurotransmisor en el ovario, también podría ser simplemente indicativo 

de sitios de reconocimiento en el ovario para el GABA circulante. 
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Otro papel para el GABA en el ovario podría ser como cofactor hormonal (Erdö y col., 

1985). En este aspecto, se ha demostrado un efecto modulador del GABA sobre la 

musculatura vascular en perros (Suzuki y col., 1984) y en arterias basilares de conejo 

(Anwar y Mason, 1982). 

Finalmente, podemos mencionar que Dolci y col. (1985) estudiando la sensibilidad al 

GABA de ovocitos de ratón y humanos sugirieron que el GABA incrementa el Ca
2+

 

intracelular en éstos. Recientemente, Zhang y col. (2000) reportaron que el GABA 

inhibe la producción de progesterona en células luteales cultivadas de ovario de rata. 

Adicionalmente, Akinci y Schofield (1999) reportaron que los receptores GABAA 

presentes en el ovario poseen una variabilidad mayor de subunidades que los que 

componenen a los receptores presentes en otros tejidos. 

 

1.8. PRESENCIA DE GABA EN EL APARATO REPRODUCTOR MASCULINO  
 

La presencia de GABA en los testículos de rata y el efecto estimulatorio de este 

neurotransmisor sobre la producción de testosterona fue primeramente establecido por 

Ritta y Calandra (1986) y Ritta y col. (1987). Estos mismos autores (Ritta y col., 1991) 

demostraron que las membranas  de las células de Leydig contenían receptores GABAA 

y GABAB, los que podrían mediar el efecto estimulatorio del GABA en la producción 

de andrógenos in vitro. Estas observaciones apoyan un papel funcional del GABA en el 

control neuroendócrino de la gónada masculina (Geigerseder y col., 2003). 

La presencia de la enzima GAD en los testículos de rata, cobayo, ratón, mono y 

humanos fue establecida por Persson y col. (1990); y en hamster por Frungieri y col. 

(1996). Por métodos de inmunohistoquímica y biología molecular, demostraron que la 

GAD se expresa en espermatocitos y espermátides en los túbulos seminíferos del 

testículo de ratas. Kanbara y col. (2005) localizaron por inmunocitoquímica receptores 

GABAB en espermátidas de rata. Estos resultados fueron luego confirmados por otros 

grupos (Tillakaratne y col., 1992; Faulkner-Jones y col., 1993; Geigerseder y col., 

2003). 

En 1996, Frungieri y col. establecieron la presencia de GABA en testículo y epidídimo 

de hamster, y demostraron la variación fotoperiódica de las concentraciones del mismo 

en estos tejidos, postulando una acción modulatoria autócrina o parácrina para el GABA 

en las gónadas. 
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Los niveles de GABA han sido medidos en los órganos reproductivos masculinos de 

ratas por diversos autores (Bowery y col., 1981; Erdö y col., 1983; Erdö, 1985). Los 

resultados de esos estudios indicaron que los niveles en el vaso deferente son 288 ± 24 

nmol/g de tejido húmedo, en próstata de 254 ± 5, en epidídimo de 157 ± 17, en vesícula 

seminal de 116 ± 54 y en testículo de 52 ± 14 (Erdö, 1985). En plasma seminal humano, 

Leader y col. (1992), utilizando cromatografía de intercambio iónico fluorométrica 

determinaron una concentración de GABA de 103.3 ± 28.2 µM, mientras que la 

concentración plasmática indicó 0.39 ± 0.03 µM. Ritta y col. (1998) para semen 

humano, determinaron una concentración de GABA en plasma seminal de 15.21 ± 1.16 

nmoles/ml y en espermatozoides de 0.036 ± 0.002 nmoles/10
6
 células utilizando un 

ensayo de radioreceptor. 

Por otra parte, se sabe que el GABA tiene un efecto inmediato sobre la aglutinación y 

motilidad de los espermatozoides de gallo, que podría ser mediado por receptores 

específicos en la membrana celular del espermatozoide (Boldizsar y col., 1992). Estos 

estudios sugirieron que la presencia del GABA en el fluído seminal y el fluído 

uterotubárico podría contribuir a la movilización del espermatozoide. Por otra parte, el 

GABA dentro del espermatozoide podría también participar en la movilidad del mismo 

a través de la generación de energía por medio de caminos metabólicos alternativos 

(Persson y col., 1990). 

La existencia de receptores GABAA fue demostrada en espermatozoides de cerdo y 

carnero (Erdo y Wekerle, 1990), de humanos (Wistrom y Meizel, 1993; Ritta y col., 

1998), de rata (Hu y col., 2002a) y de bovinos (Ritta y col., 2004). 

Adicionalmente, Wistrom y Meizel (1993) postularon un posible papel para el GABA 

en la reacción acrosómica de espermatozoides humanos. Según estos autores y Shi y 

col. (1997), la progesterona secretada por el cumulus podría potenciar la acción del 

GABA oviductal sobre los espermatozoides in vivo. Estos autores junto a Shi y Roldan 

(1995a) también demostraron que en la reacción acrosómica inducida por progesterona, 

ésta actuaría a través de un canal de cloro asociado al receptor GABAA que no 

necesariamente debería ser idéntico al receptor neuronal. 

Turner y Meizel (1995) y Meizel (1997) establecieron que la reacción acrosómica 

inducida por progesterona está precedida por una salida de Cl
-
 desde el espermatozoides 

y que dicha salida puede ser inhibida por picrotoxina y bicuculina. Somanath y col. 

(2000) y Somanath y Gandhi (2002), trabajando con espermatozoides de cabra también 
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inhibieron la reacción acrosómica inducida por progesterona por el uso de picrotoxina y 

bicuculina. En concordancia con estos resultados, Foresta y col. (1993) habían 

previamente reportado que la progesterona producía una despolarización de la 

membrana en espermatozoides humanos. Completando esta interpretación, distintos 

autores (Tesarik y col., 1996; Aitken 1997b; Meizel, 1997; García y Meizel, 1999b) 

sugirieron que esta despolarización controlaría la apertura de canales de Ca
2+

 

dependientes de voltaje y consecuentemente, la entrada importante de Ca
2+

 que llevaría 

a la reacción acrosómica. Otro posible papel para la progesterona mediando la 

despolarización debida a la salida de Cl
-
 está basado en el requerimiento de HCO3

-
 

durante la reacción acrosómica inducida por progesterona en espermatozoides humanos 

(Sabeur y Meizel, 1995; Aitken y col., 1998, Purohit y col., 1998). En este sentido, la 

despolarización debida a la salida de Cl
-
 podría incrementar la actividad de un 

cotransportador Na
+
/ HCO3

-
 espermático, incrementando el HCO3

-
 intracelular como ha 

sido sugerido para células somáticas (Fitz y col., 1993). En espermatozoides de ratón, 

Shi y Roldan (1995b) demostraron que el bicarbonato no es necesario para inducir 

reacción acrosómica por el uso de progesterona. Estos autores (1995a) demostraron que 

la proporción de espermatozoides de ratón previamente capacitados que sufrían reacción 

acrosómica era similar al utilizar 0.5 µM de GABA que con 15 µM de progesterona. 

Además postularon que la acción de la progesterona es mediada por un receptor 

GABAA y asociada a una entrada de Ca
2+

 extracelular a través de canales de Ca
2+

 . 

Idéntica conclusión postularon Kuroda y col. (1999) en espermatozoides humanos. El 

aumento de Ca
2+

 intracelular por acción de la progesterona ya había sido demostrada en 

la reacción acrosómica de espermatozoides humanos (Blackmore y col., 1991; Meizel y 

Turner, 1991; Pillai y Meizel, 1991; Aitken y col., 1996) y de hamster (Llanos y col., 

1993; Mendoza y col., 1995). 

Sin embargo, Blackmore y col. (1994) postularon que la progesterona podría interactuar 

con dos receptores de la superficie celular del espermatozoide humano, uno que media 

el influjo rápido de Ca
2+ 

 y otro que es un receptor GABAA que media el flujo de Cl
-
. 

Estos autores postularon además que el sitio de unión de la progesterona en el receptor 

GABAA no sería el sitio de unión para esteroides. En contraposición a las teorías recién 

expresadas, Aitken y col. (1996), trabajando en espermatozoides humanos, postularon 

que la acción de la progesterona no involucraría ni la mediación de receptores GABAA, 
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ni de canales de calcio dependientes de voltaje, ni pasos que involucren a la fosfolipasa 

C ni a proteínas G. 

De este modo, aún persisten diferentes puntos de vista respecto a la naturaleza del 

receptor no genómico de progesterona. Este sería un receptor de superficie que tendría 

las propiedades de un canal de calcio, de un canal de cloro, de un intercambiador 

bicarbonato/cloruro y de un receptor GABAA (Purohit y col., 1998). 

La reacción acrosómica inducida por GABA fue demostrada en espermatozoides 

previamente capacitados de ratón (Roldan y col., 1994; Shi y Roldan; 1995a; Murase y 

Roldan; 1996; Espinoza y col., 1998), de cobayo (Shi y col., 1996; Yuan y col., 1999; 

Zhang y col., 2000; Chen y col., 2005), de musaraña (Cao y col., 1997), de rata (Hu y 

col., 2002b) y de humanos (Wistrom y Meizel, 1993; Hall y col., 1996; Shi y col., 1997; 

Calogero y col., 1999; Yuan y col., 1998; Zhang y col., 2000). El efecto del GABA en 

la reacción acrosómica mediado tanto por receptores GABAA como por receptores 

GABAB fue postulado para espermatozoides humanos (Calogero y col., 1999) y de rata 

(Hu y col., 2002b). 

Shi y col. en 1997 y Calogero y col. en 2000 postularon que el efecto del GABA en la 

reacción acrosómica está mediado por una entrada de Ca
2+

 extracelular. Roldan y col. 

(1994) estudiaron en espermatozoides de ratón el efecto de la progesterona y el GABA 

en la producción de diacilglicerol (DAG) y en la reacción acrosómica. Estos autores 

demostraron que tanto los niveles espermáticos de DAG como el porcentaje de 

espermatozoides que sufrieron reacción acrosómica aumentaron en presencia de ambos 

compuestos y que ambos efectos se vieron inhibidos en presencia de la adición de 

bicuculina al medio. En contraposición a estos resultados, Aitken y col. (1996) 

trabajando con concentraciones de GABA entre 0.5-100 µM no encontraron efecto en el 

aumento de calcio intracelular en espermatozoides previamente capacitados así como 

tampoco lo encontraron al utilizar muscimol (agonista) en concentraciones entre 5-50 

µM. En concordancia con este resultado, Aanesen y col. (1995) y Luconi y col. (1998a) 

tampoco encontraron efecto del GABA en la reacción acrosómica de espermatozoides 

humanos. Chen y col. (2005) involucraron al GABA en la modulación de la PLA2 

durante la reacción acrosómica en espermatozoides de cobayo. 

Burrello y col. (2004) propusieron que en la reacción acrosómica inducida por fluido 

folicular en espermatozoides humanos estarían involucrados tanto receptores GABAA 

como GABAB. 
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Adicionalmente, Calogero y col. (1996, 2000) y Ritta y col. (1998) postularon un efecto 

del GABA en la hiperactivación de los espermatozoides humanos y Bian y col. (2002) 

un efecto sobre la actividad acrosina espermática. 

 

La importancia del GABA en la reproducción humana debe aún ser dilucidada, pero su 

presencia en el semen humano en cantidades significativas sugiere que podría 

desempeñar un papel regulatorio en la motilidad del espermatozoide, en la 

esteroidogénesis hormonal, y/o en la secreción del fluído seminal (Tsuji y Nakajima, 

1978; Napoleone y col., 1990). Las propiedades inmunomodulantes podrían también 

servir para disminuir la respuesta inmunológica de la hembra a los antígenos del 

espermatozoide (Petitto y col., 1990; Scatton y col., 1990). 

 

De lo expuesto hasta aquí, surge que si bien el efecto del GABA ha sido intensamente 

estudiado en distintos tejidos y sistemas, los resultados publicados son en algunos casos 

contradictorios y en la mayoría de ellos incompletos. Esto nos llevó a considerar de 

interés el estudio del efecto del GABA en una etapa particular del proceso reproductivo 

como es la capacitación del espermatozoide, utilizando el modelo animal del carnero 

debido a la disponibilidad de estos animales y al mismo tiempo, el interés agropecuario 

en el desarrollo de tecnologías de tipo reproductivas para estos animales que constituyen 

un grupo de interés en la actividad ganadera de importantes áreas de nuestro país. 

 

 

 

 

 



 52 

 

 

2. OBJETIVOS 
 

 

La presente Tesis investigó la interacción entre el GABA y los espermatozoides de 

carnero en condiciones in vitro. Nuestra hipótesis inicial fue que los espermatozoides de 

carnero podrían tener proteínas específicas de unión para el GABA y que la unión del 

GABA a estos sitios podrían afectar la función espermática. Durante el desarrollo de la 

tesis, nos planteamos una serie de objetivos: ••••Estudiar el efecto del ácido gama-

aminobutírico en la capacitación in vitro de espermatozoides de carnero; ••••Demostrar el 

papel del GABA oviductal en la capacitación de espermatozoides de carnero; ••••Estudiar 

la fosforilación en residuos tirosina de proteínas asociada a la capacitación de 

espermatozoides de carnero por GABA. 

Para ello fue necesario poner a punto una serie de técnicas que no habían sido validadas 

en el espermatozoide de carnero y que fueron las siguientes: ••••Determinación de la 

motilidad de los espermatozoides de carnero con un analizador computarizado de 

imágenes; ••••Determinación de la viabilidad de los espermatozoides por el uso de 

fluorocromos; ••••Determinación de la integridad de la membrana acrosomal en 

espermatozoides viables utilizando simultaneamente lectinas y un fluorocromo 

indicador de viabilidad; ••••Evaluación de la capacitación de los espermatozoides 

utilizando la técnica de unión de clortetraciclina. 
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3. MATERIALES Y METODOS GENERALES 
 

 

3.1. MATERIALES 
 

 

3.1.1. Reactivos 
 

El Dimetilsulfóxido y el metanol fueron provistos por Merck (Darmstadt, Alemania). El 

metilen-
3
H-muscimol, 5-20 Ci/mmol, fue comprado a New England Nuclear (Boston, 

MA, USA). La N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED), acrilamida y 

bisacrilamida usada fue comprada a Bio-Rad (Hercules, CA, USA). Los estándares de 

peso molecular pre-marcados (lisozima 15,350; β-lactoglobulina 18,850; anhidrasa 

carbónica 28,350; ovoalbúmina 43,600; albúmina sérica bovina 69,100; fosforilasa B 

106,300 y miosina (cadena-H) 199,100) fueron comprados a BRL-Life Technologies 

Inc (Gaithersburg, MD, USA). El resto de los reactivos utilizados en la preparación de 

buffers, diluyentes, medios y soluciones utilizados en esta Tesis fueron de grado 

analítico provistos por Sigma Chemical Company (St Louis, MO, EEUU). 

El formaldehido se preparó por disolución de paraformaldehido en una solución salina 

de buffer fosfato y posteriormente filtrada por centrifugación.  

 

Todas las soluciones, medios y diluyentes fueron preparadas utilizando agua ultrapura. 

Las soluciones frescas se prepararon cada semana. 

 

3.1.2. Anticuerpos 
 

El anticuerpo monoclonal anticadena α del receptor GABAA de la corteza cerebral 

bovina (clon celular híbrido ratón-ratón bd24) fue comprado a Boehringer-Mannheim 

(Indianapolis, IN, USA). El anticuerpo anti inmunoglobulina G (IgG) (H + L, κ + λ) de 

ratón desarrollado en cabra y conjugado con peroxidasa de rábano fue comprado a KPL 

(Gaithersburg, MD, USA). El anticuerpo anti IgG de ratón conjugado con FITC 

desarrollado en cabra fue comprado a Sigma Chemical Company (St Louis, MO, USA). 

El anticuerpo monoclonal (Clone 4G10, subclase IgG2b, Druker y col., 1989; Baumber 

y Meyers, 2006) antifosfotirosina de ratón PY-20 utilizado fue comprado a Upstate 

Biotechnology Incorporated (UBI, Lake Placid, NY, USA) 
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Las fórmulas para la preparación de todos los medios y soluciones utilizadas se 

presentan en el Apéndice. 

 

3.1.3. Animales 
 

Se utilizaron carneros Merino australiano adultos (peso promedio 95 kg) y ovejas 

Corriedale x Merino (56 kg de peso promedio), cuyas edades oscilaban entre los 3 y 5 

años. Los estudios se realizaron durante el período reproductivo de estos animales (entre 

abril y noviembre). 

 

3.2. MÉTODOS 
 

 

3.2.1. Colección de semen 
 
El semen se colectó utilizando una vagina artificial. Para la obtención de la muestra de 

semen se colocó a una oveja en celo en un cepo para inmovilizarla, y se esperó a la 

monta de la misma por parte del carnero. Inmediatamente después de obtenida la 

muestra en la copa de recolección, se colocó ésta en un baño térmico que contenía agua 

a 30ºC hasta el momento de la evaluación, lo que ocurrió dentro de los 15 minutos 

posteriores. 

 

3.2.2 Evaluación de las muestras de semen 
 

Una vez colectado el semen, se tomó con una pipeta Pasteur una gota y se colocó entre 

porta y cubreobjetos. Se diluyó 1:10 con citrato de sodio al 3% y se evaluó en forma 

subjetiva en un microscopio Olympus
TM

 BH-2 (Olympus Co, New York, NY, USA), 

descartándose todas aquellas muestras com menos del 70% de espermatozoides 

móviles. 

La determinación de la concentración de espermatozoides se realizó por conteo en 

cámara de Neubauer luego de una dilución 1:200 en solución de cloramina T para 

inmovilizarlos. Se realizó la lectura a 400x en microscopio óptico Olympus
TM

 BH-2 

(Olympus Co, New York, NY, USA). Para ello se contó el número de espermatozoides 

en 5 campos de la cámara y al valor obtenido se lo multiplicó por el factor de dilución, 

obteniéndose de esta manera la concentración de la muestra original expresada en 

millones de espermatozoides/ml. 
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3.2.3. Congelamiento y descongelamiento de semen 
 
El semen recién eyaculado se colocó en el interior de un tubo plástico de 50 ml (Falcon 

352098, Becton Dickinson, NJ, USA), se tomó una alícuota del mismo y se evaluó la 

movilidad y concentración. Una vez finalizadas estas tareas, se lo diluyó en baño 

térmico a 30ºC hasta una concentración final de 5x10
8
 espermatozoides/ml utilizando 

los Diluyentes 1 y 2 (descriptos en Apéndice). Para ello, en una primera etapa se 

adicionó un volumen del Diluyente 1 (previamente calentado a 30ºC) correspondiente al 

50% del volumen total de diluyentes a agregar, y se lo dejó en el baño térmico en estas 

condiciones durante 15 minutos, pasados los cuales se agregó el 50% del volumen 

restante correspondiente al Diluyente 2. La muestra diluída contenida en el tubo 

plástico, se colocó en el interior de un vaso de precipitados de vidrio que contenía 300 

ml de agua a 30 ºC en su interior, y se lo llevó a heladera, enfriándose en estas 

condiciones durante 100 minutos, con un gradiente de enfriamiento de 0,2 ºC/min. Una 

vez llegada la muestra a 10ºC, se adicionaron al agua del vaso de precipitados tres cubos 

de hielo, dejándose en estas condiciones durante 20 minutos, en un gradiente de 0,3 

ºC/min. Concluido este tiempo, la muestra a 4ºC se congeló en forma de pastillas de 0,2 

ml sobre hielo seco. Una vez concluida la formación de las pastillas, estas se 

sumergieron en un termo de nitrógeno líquido a -196 ºC. 

 

El descongelamiento de las pastillas de semen se realizó en baño térmico a 37°C en el 

interior de tubos de Kahn. Para ello se tomó con una pinza una pastilla de semen y se la 

colocó en el interior del tubo Kahn, el cual se agitó vigorosamente en el agua del baño 

durante aproximadamente 70 segundos. 

 

3.2.4. Test de termorresistencia 
 

Para la realización del test de termorresistencia, el semen descongelado se diluyó con 

igual volumen de Diluyente para Test de Termorresistencia (descripto en Apéndice) y se 

colocó a 37°C en baño térmico durante 8 horas (test de termorresistencia). Cada 2 horas 

se tomaron alícuotas para la evaluación de la movilidad y viabilidad y se le adicionaron 

con una micropipeta, 500 µl de Diluyente para Test de Termorresistencia. 

 

 

 



 56 

 

3.2.5. Capacitación in vitro de los espermatozoides de carnero 
 

La capacitación de los espermatozoides se realizó según lo descripto por Pugh y col. 

(1991) con las siguientes modificaciones: 

Alícuotas de semen conteniendo 8 x 10
8
 espermatozoides, se lavaron 3 veces en 8 ml de 

PBS (buffer fosfato salino) conteniendo 3 g/l de BSA (albúmina sérica bovina) y fueron 

centrifugadas a 500 x g durante 10 minutos, a temperatura ambiente. El sedimento fue 

resuspendido en 0,5 ml de SOF (fluído oviductal sintético, Tervit y col. (1972)) 

conteniendo 15 mM de Hepes (pH 7,4) y centrifugado durante 10 minutos a 500 x g. El 

sedimento fue finalmente resuspendido en un medio (SOF-m), descripto en el Apéndice, 

suplementado con 20% de suero de oveja en estro inactivado por calor (pH 7,36, 290 

mOsm/kg). Muestras de 1 ml fueron incubadas en estufa gaseada a 38,5ºC en placas 

multiviales, bajo atmósfera humidificada de 5% de CO2 en aire. 
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4. CAPITULO I: Puesta a punto de un analizador computarizado de 

imágenes para la evaluación de la movilidad de espermatozoides en 

muestras de semen de carnero y su aplicación en la determinación de 

los parámetros cinéticos espermáticos en muestras de semen frescas y 

congeladas/descongeladas. 

 

 

4.1 INTRODUCCION 
 

 

La determinación de la calidad del semen es un aspecto importante en un laboratorio de 

reproducción tanto humana como animal. El procedimiento más común para este fin, es 

la estimación subjetiva a nivel de microscopía. La movilidad es un parámetro que puede 

ser fácilmente estimado pero está sujeto a errores debidos a variaciones individuales 

entre observadores (Davis y Boyers, 1992). Diversos métodos fueron descriptos con el 

objeto de lograr una evaluación objetiva de la movilidad. Los más ampliamente 

difundidos fueron (Hynie, 1962; Janick y Mac Leod, 1970; Ishii y col., 1977; Jouannet 

y col., 1977; Sokoloski y col., 1977; Atherton y col., 1978; Makler, 1978; Makler y 

Blumenfeld, 1980; David y col., 1981; Katz y Overstreet, 1981; Jenks y col., 1982; 

Serres y col., 1984; Marin y col., 1995): 

 

 

a) el conteo por pasaje 

b) los métodos turbidimétricos y nefolométricos 

c) la velocimetría laser Doppler 

d) la fotomicrografía por exposición de tiempo 

e) la fotomicrografía de exposición múltiple 

f) la microcinematografía 

g) la videomicrografía 

 

El análisis digital computarizado de imágenes aparece como una posibilidad práctica 

con el desarrollo de microcomputadoras progresivamente más veloces (Glazzard y col., 

1983) y permite la introducción de los analizadores de movilidad espermática en tiempo 

real. Estos aparatos son denominados en forma colectiva instrumentos analizadores de 
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espermatozoides con ayuda de computadora (CASA, según la sigla en inglés, Boyers y 

col., 1989). 

Los sistemas de análisis de semen que utilizan un analizador computarizado de 

imágenes permiten, además de la estimación de la movilidad, una evaluación precisa de 

otros parámetros relacionados con el movimiento que son imposibles de evaluar por 

métodos subjetivos (Katz y col., 1985; Krause, 1995). En conjunto, estos valores 

permiten una evaluación más detallada de la calidad del semen (Verstegen y col., 2002). 

En contraposición, los sistemas computarizados deben ser cuidadosamente calibrados 

para obtener resultados comparables (Ginsburg y col., 1988; Aenesen y Benvold, 1989; 

Davis y Boyers, 1992; Holt y col., 1994).  

 

El Sistema de Análisis Automatizado de Espermatozoides CellTrak/S 
TM

 (Motion 

Analysis Co, Santa Rosa, CA, USA) fue diseñado para los análisis computarizados de 

semen, permitiendo la determinación de los parámetros cinéticos de los 

espermatozoides. 

El CellTrak/S es un equipo complejo cuya función principal es el análisis de partículas 

en movimiento. Dicho análisis se efectúa a través del cálculo de los parámetros de 

movimiento o cinéticos. En nuestro caso, las partículas en movimiento son los 

espermatozoides. El análisis se logra utilizando una cámara de video acoplada a un 

microscopio provisto con un sistema de contraste de fases con el que se consigue 

diferenciar ópticamente a los espermatozoides del fondo. En dicho microscopio se 

deposita la muestra de semen diluído cuya imagen es trasladada a un circuito que se 

encarga de transformar la información visual en información numérica, la cual es 

factible de ser manejada por una computadora acoplada al sistema. Con los datos 

numéricos se reconstruye la trayectoria de todos los espermatozoides detectados y a 

partir de esta instancia se puede calcular su velocidad y otros parámetros cinéticos, 

además del porcentaje de espermatozoides móviles y concentración de la muestra, los 

cuales son informados al final del análisis. 

 

La trayectoria de la cabeza del espermatozoide produce la imagen de una curva 

pseudosinusoide, que se puede caracterizar en términos de amplitud y velocidad 

(Gomez y col., 1996), como se indica en la Figura 1. 

Para cada trayectoria correspondiente a un espermatozoide, el CellTrak/S calcula los 

siguientes parámetros (Boyers y col., 1989; Davis y Boyers, 1992): 
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* Velocidad progresiva o rectilínea (VSL), que representa la distancia en línea recta 

recorrida por unidad de tiempo. 

* Velocidad curvilínea o de la trayectoria (VCL), que representa la distancia recorrida 

por la cabeza del espermatozoide por unidad de tiempo. 

* Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide respecto de su 

línea de avance (ALH) y es utilizado como una aproximación del batido flagelar . 

* Velocidad media de la trayectoria (VAP), que expresa la velocidad media con la que 

la cabeza del espermatozoide recorre su trayectoria espacial. 

* Linealidad de la trayectoria (LIN), como el cociente entre VSL/VCL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1: Representación gráfica de la trayectoria de la cabeza del espermatozoide y de los parámetros 

cinéticos calculados para cada espermatozoide por el Sistema de Análisis Automatizado de 

Espermatozoides CellTrak/S 
TM

 . 

 

Para determinar la concentración espermática (CON) y el porcentaje de 

espermatozoides móviles (MOT) se utiliza la totalidad de la muestra de semen 

analizada. Es fundamental para un correcto uso, una calibración apropiada del sistema. 
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El proceso de calibración del CellTrak/S permite que el equipo se encuentre en 

condiciones de distinguir electrónicamente a los espermatozoides del medio que los 

rodea, poder separar los espermatozoides que poseen movimiento de los inmóviles y la 

reconstrucción, con errores mínimos, de las trayectorias efectuadas por los 

espermatozoides móviles analizados. Esto último es de gran importancia debido a que 

los cálculos de cinética espermática dependen de las trayectorias reconstruídas por la 

computadora (Wetzels y col., 1993; Kraemer y col., 1998; Rijsselaere y col., 2003). 

 

Cabe señalar que el CellTrak/S fue diseñado para su uso exclusivo en espermatozoides 

humanos, y que el espermatozoide de carnero difiere del humano tanto en su tamaño y 

morfología como en sus parámetros cinéticos, lo cual obligó a la recalibración total del 

sistema para su aplicación en este trabajo de Tesis. 

 

Por otra parte, se sabe que las alteraciones en la movilidad reducen la capacidad 

fecundante de los espermatozoides (Bedford y Hoskins, 1990). Los espermatozoides 

anormales generalmente no muestran grandes diferencias en el tipo y calidad de 

movilidad, pero son incapaces de atravesar la barrera cervical (Katz y col., 1990). El 

semen congelado-descongelado muestra una capacidad fecundante menor que el semen 

fresco (Shannon, 1978; Colas, 1984; Evans y Maxwell, 1987). Esta diferencia puede 

deberse, al menos en parte, a alteraciones en la estructura de la membrana y en las 

características cinéticas (Holt y North, 1986; Ikeda y col., 2002). Teniendo en cuenta 

esto último, los métodos que utilizan sistemas computarizados de análisis de imágenes 

para la evaluación de semen podrían permitir evaluar la calidad de muestras de semen 

en mucho más detalle que por medio de métodos subjetivos. 

 

A continuación se detallará la metodología llevada a cabo para la calibración del 

sistema CellTrak/S 
TM

 para su uso en semen ovino, así como los resultados obtenidos en 

la evaluación de semen fresco y congelado-descongelado de carnero, con la calibración 

propuesta. 
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4.2 METODOS 
 

 

4.2.1. Determinación de los parámetros cinéticos 
 

El equipo utilizado fue un Microscopio Olympus
TM

 BH-2 (Olympus Co, New York, 

NY, USA) suplementado con una platina térmica a 37 ºC y con una cámara de video 

adosada. 

Las muestras de semen fresco fueron diluídas en Diluyente 2 de congelamiento (ver 

Apéndice) hasta obtener entre 30 y 40 espermatozoides por campo microscópico a un 

aumento de 200x. Se tomaron alícuotas de 1 a 2 µl, se colocaron en una cámara Makler 

(Selfi-Medical Instrument Ltd, Haifa, Israel) y fueron observadas en el microscopio. Las 

imágenes fueron capturadas a una velocidad de 60 cuadros por segundo y grabadas en 

una cinta de video para posteriores análisis. Después de la digitalización de los cuadros, 

se calcularon las coordenadas de cada espermatozoide en cada momento de tiempo, 

permitiendo la identificación del recorrido individual de cada espermatozoide para la 

posterior evaluación de los parámetros cinéticos. 

Este procedimiento permite la comparación de la precisión de los diferentes arreglos de 

calibración o setups, utilizando la misma secuencia de eventos o trayectos 

correspondientes a los distintos espermatozoides analizados. 

 

4.2.2. Determinación del número mínimo de campos y espermatozoides 
 

El objetivo de esta serie de ensayos fue determinar el tamaño apropiado de la muestra, 

expresado en número de campos a observar o número de espermatozoides a analizar, 

para que las variaciones de todos los parámetros cinéticos analizados sean mínimas. 

Para ello se utilizaron 11 muestras de semen fresco y sus respectivos 

congelados/descongelados que fueron grabadas en una cinta de video. Se analizaron 

entre 20 y 30 campos por cada cámara de Makler cargada con 1 µl de muestra, y se 

calcularon acumulativamente, los parámetros CON, MOT, VCL, VSL, LIN y ALH. 

 

Para cada parámetro, se definió la función Variación (V): 

 

V= Pn / Pn-1 

 

Donde Pn es el valor de un dado parámetro calculado luego de n campos, y Pn-1 es el 

mismo valor después de n-1 campos. En estas condiciones, es de esperar que esta 
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función V converja hacia 1 a medida que el número de espermatozoides analizados 

aumente. El valor de V fue graficado respecto al número de campos o número de 

espermatozoides analizados. 

 

4.2.3. Determinación de errores de trayectoria 
Para cada versión del arreglo de calibración, se definió el porcentaje de error como: 

 

% ER= Tw/ SPZk  x 100 

 

y la eficiencia de la reconstrucción de trayectos como: 

 

%R= Tt/SPZt  x 100 

 

donde Tw es el número de trayectos reconstruídos en forma incorrecta; SPZk es el 

número de espermatozoides analizados (o en los que se calculan los parámetros de 

movimiento); Tt es el número total de trayectos reconstruídos y SPZt es el número total 

de espermatozoides contados. 

 

4.2.4. Determinación de la velocidad de movilidad mínima del espermatozoide para 

ser considerado móvil 

 

Con el objeto de determinar la velocidad por debajo de la cual los espermatozoides son 

considerados inmóviles, se analizaron 24 campos de 3 cámaras Makler correspondientes 

a 36 muestras de semen descongelado y las correspondientes derivadas de la incubación 

durante 8 horas a 37ºC de esas muestras descongeladas (con evaluación a las 2, 4, 6 y 8 

horas de incubación). 

En todos los casos se calculó el porcentaje de espermatozoides móviles (o porcentaje de 

movilidad) considerando como velocidad mínima a 5, 10, 15, 20 y 25 µm/s 

respectivamente. 

Simultáneamente, se establecieron los valores correspondientes del porcentaje de 

espermatozoides móviles para todos los casos indicados anteriormente, pero en forma 

subjetiva. 

A continuación, y para facilitar el análisis de los datos, se definió la función porcentaje 

de descenso de motilidad como: 

 

% De=[1-(Mn/Mo)] x 100 
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Donde: Mn es el valor de movilidad después de n horas 

            Mo es el valor de movilidad a t=0 

 

Esta función permite estudiar el lógico descenso de la movilidad de los espermatozoides 

descongelados que son sometidos a una incubación a 37ºC durante un período largo de 

tiempo (8 horas en nuestro caso). 

 

4.2.5. Evaluación de los parámetros cinéticos de muestras de semen fresco y sus 

respectivos descongelados por el uso del CASA con la calibración propuesta 

 

Se determinaron los parámetros VCL, VSL, LIN, ALH y MOT en 36 muestras de 

semen fresco, que fueron posteriormente congeladas y descongeladas para una nueva 

evaluación. 

 

 

4.2.6. Análisis estadísticos 
 

Los valores de las muestras frescas y descongeladas fueron analizados por medio de un 

test t de Student apareado, después de la transformación angular de los datos, usando el 

sistema de estadística CSS:Statistica
TM

 Module (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). 

 

 

4.3. RESULTADOS 
 

 

4.3.1. Determinación del número de campos y espermatozoides 
 

La Figura 2 muestra los cambios en la función V para los parámetros CON, ALH y 

MOT como función del número de campos y de espermatozoides analizados. Para los 3 

parámetros, V tiende a 1 cuando el número de campos fue aumentando. Los 

experimentos realizados utilizando semen congelado/descongelado presentaron 

resultados similares. 

El valor de V fue menor del 4% cuando se analizaron al menos 16 campos, o lo que es 

lo mismo, al analizar al menos 175 espermatozoides. Los restantes parámetros (VSL, 

VCL y LIN) parecen ser mucho más estables, ya que V se aproxima a 1 para un número 

menor de espermatozoides analizados. 
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Figura 2. Cambios en la función Variación (V) para los parámetros CON, ALH y MOT en función del 

número de campos y espermatozoides analizados. Donde: CON: Concentración espermática; ALH: 

Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza de espermatozoide; MOT: Porcentaje de 

espermatozoides móviles y SPZk: es el número total de espermatozoides analizados. 

 

4.3.2. Diseño del arreglo de calibración  para 60 cuadros por segundo 
 

La Tabla I muestra las variables incluídas en el arreglo de calibración (o “setup”, en 

inglés), que deben ser ajustadas para optimizar la exactitud de las evaluaciones. 
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A. Velocidad de toma de cuadros (cuadros por segundo) 

B. Duración de la captura de datos (cuadros) 

C. Tamaño mínimo de trayecto (cuadros) 

D. Velocidad mínima del espermatozoide para ser considerado móvil (micrones/seg) 

E. Velocidad máxima de apertura (micrones/seg) 

F. Factor de escala de distancia (micrones/pixeles) 

G. Velocidad de la cámara 

H. Factor de suavizado de la trayectoria para el cálculo del desplazamiento lateral de la 

cabeza (cuadros) 

I. Valor X para formar el centroide que representa la posición del espermatozoide en un 

sólo punto (pixeles) 

J. Valor Y para formar el centroide que representa la posición del espermatozoide en un 

sólo punto (pixeles) 

K. Tamaño mínimo de la cabeza de un espermatozoide (pixeles) 

L. Tamaño máximo de la cabeza de un espermatozoide (pixeles) 

M. Máxima interpolación entre trayectos (cuadros) 

N. Porcentaje de predicción de trayectorias (%) 

O. Profundidad de la muestra (micrones) 

Tabla I. Variables del arreglo de calibración del Sistema de Análisis Automatizado de Espermatozoides 

CellTrak/S 
TM

. Entre paréntesis figuran las unidades. 

 

En la Tabla II se presentan los valores asignados a las variables de calibración para 9 

versiones diferentes de la misma, junto con los valores del % Er y % R para cada 

versión.  
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Versión 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Parámetros          

A 60 60 60 60 60 60 60 60 60 

B 25 25 20 20 20 20 20 20 20 

C 20 20 20 20 20 20 20 20 19 

D 15 15 15 15 15 15 15 20 20 

E 800 800 800 800 1000 1000 450 400 400 

F 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 0.83 

G 1.02 1.02 1.02 1.02 1.02 1.02 1.02 1.02 1.02 

H 7 7 7 7 7 7 7 7 7 

I 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

J 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

K 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

L 12 12 12 12 12 12 12 12 12 

M 1 1 1 0 0 0 1 1 1 

N 35 40 40 40 40 53 20 20 20 

O 20 20 20 20 20 20 20 20 20 

%ER 20 18 11 9 15 12 5.7 5.2 5.5 

%R 75 74 78 68 72 72 74 72 78 
Tabla II. Valores asignados a las variables de la calibración para 9 versiones diferentes del mismo, junto 

con los valores del porcentaje de error (% Er) y la eficiencia de la reconstrucción de los trayectos de los 

espermatozoides (% R) para cada versión. 

 

La calibración de la exactitud de la variable velocidad mínima del espermatozoide para 

ser considerado móvil (variable D en la Tabla I) es importante para las mediciones de 

MOT, VSL y VCL, a pesar de que cambios en sus valores no influyen en la eficiencia 

de la trayectoria. Para corroborar el efecto de los cambios en los valores de D, se 

determinó el porcentaje de descenso de movilidad en semen congelado-descongelado e 

incubado durante 8 horas, tanto en forma subjetiva como en forma objetiva con el 

CellTrak/S, utilizando diferentes valores de D en la calibración. Los valores utilizados 

variaron entre 5 y 25 micrones/seg. Los resultados se presentan en la Figura 3. Como se 

puede observar, para todos los tiempos de incubación, el valor 20 micrones/seg para D 

es el que más se aproxima a los valores obtenidos por los métodos subjetivos. 

 

Como se puede ver, el reajuste de los valores de los parámetros desde las versiones 1 a 9 

llevaron el % Er a un 5 % y el % R a un 78 % respectivamente, lo que es ampliamente 

aceptable para análisis de rutina. De esta manera, quedó configurada la calibración 

definitiva de nuestro analizador computarizado de imágenes (arreglo Nº 9). 
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Figura 3. Porcentaje de descenso de la movilidad en función del tiempo de incubación para semen 

congelado-descongelado mantenido a 37ºC. Los números indican los valores del parámetro D en los 

respectivos arreglos de calibración. Los puntos rectangulares indican los valores obtenidos 

subjetivamente. Donde D: Velocidad mínima del espermatozoide para ser considerado móvil. 

 

 

4.3.3. Determinación de la correspondencia entre los valores de movilidad 

obtenidos en forma subjetiva y automatizada 

 

Para ello se analizaron en forma subjetiva y automatizada con la calibración propuesta 

un total de 135 muestras de semen descongeladas. Los resultados se presentan en la 

Figura 4. Como se puede ver en dicha figura, existe una relación lineal (r=0.84) 

indicativa de la exactitud del método computarizado respecto del método subjetivo. 

 

 

 

 

Tiempo después del descongelamiento (horas) 
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       de  
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       de 
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   (% De) 
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Figura 4. Relación entre el porcentaje de movilidad evaluada subjetivamente y por medio del 

CellTrakTM. n=135. Las líneas punteadas representan el intervalo de confianza del 95%. r=0.84 

 

4.3.4. Evaluación de los parámetros cinéticos de muestras de semen fresco y sus 

respectivos descongelados por el uso del CASA con la calibración propuesta 

 

Los resultados se presentan en la Tabla III. Excepto para ALH, todos los parámetros 

muestran cambios significativos después del congelamiento y descongelamiento. La 

VCL mostró el descenso menos significativo luego del descongelamiento. 

 

 VCL VSL LIN ALH MOT 

Fresco 91,2 ± 12,3 72,2 ± 10,3 79,4 ± 4,8 2,5 ± 0,4 90,8 ± 5,3 

Descongelado 88,6 ± 9,8 67,6 ± 8,0 76,1 ± 4,2 2,5 ± 0,3 50,3 ± 11,1 

P < 0,05 < 0,001 < 0,001 NS < 0,001 

Tabla III. Comparación de los parámetros cinéticos entre muestras de semen fresco y congelado-

descongelado. Los valores representan la Media ± DS (n=36). 

 

 

4.4 DISCUSION 

Movilidad subjetiva (%) 

Movilidad 

   medida 

     con  

  Celltrak 

      (%) 
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El procedimiento de calibración descripto en este capítulo nos permitió determinar los 

parámetros cinéticos de los espermatozoides de carnero utilizando un analizador 

computarizado, calibrado originalmente para espermatozoides humanos. Un valor 

aceptablemente bajo de error (5,5%) y un alto porcentaje de reconstrucciones de 

trayectorias en forma correcta (78%), junto con una relación lineal altamente 

significativa con los valores de movilidad obtenidos por el clásico método subjetivo, 

hacen a estos resultados exactos y confiables para el uso en análisis rutinarios de 

programas de inseminación. Adicionalmente, el desarrollo de una apropiada calibración 

para la evaluación de muestras de semen tanto fresco como descongelado, hace de este 

método una herramienta poderosa para estudiar alteraciones sutiles en el movimiento de 

espermatozoides que pueden ser de interés para el estudio de la movilidad en diferentes 

medios así como el mejoramiento de las condiciones de criopreservación. En nuestro 

caso, utilizamos la movilidad subjetiva como un valor de referencia para calibrar el 

parámetro MOT. La buena correlación encontrada entre estos dos parámetros indica que 

el valor del parámetro velocidad mínima del espermatozoide para ser considerado 

móvil, usado para calcular MOT, es apropiado para todo el rango de movilidad. 

 

Los resultados obtenidos, además, demuestran que el congelamiento y 

descongelamiento, en espermatozoides de carnero, afecta principalmente la linealidad 

de los trayectos realizados por los espermatozoides. En una menor medida, la VSL 

(como consecuencia del descenso en la LIN) y la VCL también se ven afectadas. Estos 

efectos observados en la velocidad de los espermatozoides están de acuerdo a los 

encontrados previamente en espermatozoides de mono (Tollner y col., 1990), humanos 

(Keel y col., 1987; Centola y col., 1992), equinos (Blach y col., 1989) y de búfalo 

(Rasul y col, 2001). Por otra parte, al considerar otros parámetros, parecería existir 

diferencias entre especies. Así, el congelamiento y descongelamiento lleva a un 

aumento en la linealidad de los espermatozoides humanos (Keel y col., 1987), mientras 

que lo opuesto ocurre en espermatozoides de mono (Tollner y col., 1990) y en 

espermatozoides de carnero, como se muestra en estos resultados. Recientemente, 

Warnke y col. (2003) informaron que el congelamiento/descongelamiento de semen 

equino afecta principalmente la VCL y VSL de los espermatozoides. 
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La explicación más aceptable para el descenso en la linealidad podría ser que el 

congelamiento y descongelamiento resulten en un deterioro de la estructura flagelar. 

Alternativamente, el daño celular podría resultar en una capacitación y reacción 

acrosómica prematura (Okada y col., 2001; Ikeda y col., 2002; Schembri y col., 2002; 

Neild y col., 2003), con un cambio de su típico patrón de movimiento (Drobnis y col., 

1991; Thurston y col., 2001). Sin embargo, este hecho no se condice con la falta de 

cambio en la ALH observada en nuestro caso. 

Por otra parte, las alteraciones en los parámetros cinéticos provocados por el 

congelamiento y descongelamiento podrían relacionarse con los bajos porcentajes de 

éxito obtenidos cuando se usa semen congelado-descongelado para inseminación 

cervical en ovejas, en donde es ampliamente aceptado que, durante las etapas iniciales 

de la fecundación, se requieren altos porcentajes de movilidad y linealidad (Shannon, 

1978; Colas, 1984; Evans y Maxwell, 1987). 

 

 

De este modo, se logró a poner a punto la calibración del sistema CellTrak/S 
TM

 para 

muestras de semen de carnero, el que será utilizado de ahora en adelante para 

determinar el porcentaje de espermatozoides móviles de las muestras de semen 

utilizadas en los restantes ensayos que constituyen esta Tesis. 
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5. CAPITULO II: Puesta a punto de una técnica de determinación del 

daño de membrana (integridad o viabilidad) en espermatozoides de 

carnero utilizando el diacetato de 6-carboxifluoresceína y el yoduro de 

propidio como fluorocromos 

 
 

5.1 INTRODUCCION 
 

 

El desarrrollo de métodologías para la determinación del estado del espermatozoide es 

importante en la investigación de la función espermática. El establecimiento de la 

competencia o viabilidad de muestras de semen resulta, además, de un interés 

primordial para el control de nuevas técnologias aplicadas en reproducción. 

Por este motivo, el desconocimiento del estado de una muestra de espermatozoides 

cuando se le aplica un tratamiento o se somete a una incubación en diferentes medios 

durante un determinado período de tiempo, puede llevar a conclusiones erróneas con 

respecto a los tratamientos aplicados. Para evitar estos inconvenientes, se han 

desarrollado diversas técnicas que intentan cuantificar distintos parámetros que nos 

hablan del estado del espermatozoide en un momento determinado. En este sentido, se 

sabe que la viabilidad es dependiente de la integridad de la membrana plasmática 

(Garner y col., 1986) y de actividades biosintéticas complejas (Lindemann y Kanous, 

1989; Majumder y col., 1990). 

Un parámetro ampliamente difundido que refleja la viabilidad es la movilidad de la 

población de espermatozoides en cuestión, ya que un requerimiento básico para la 

penetración de las envolturas del oocito por el espermatozoide es una movilidad activa 

(Fraser, 1981). Como desventaja del uso de la movilidad para evaluar viabilidad, 

debemos considerar la dificultad para caracterizar y cuantificar el número de células 

móviles e inmóviles de una muestra dada, y el sabido hecho de que una porción de los 

espermatozoides inmóviles se encuentran viables. 

Tradicionalmente, la determinación del estado del espermatozoide se realizaba por 

estimación visual de la movilidad en microscopio óptico. La eficiencia de esta técnica 

está en relación directa con la experiencia y habilidad natural del operador, y los datos 

obtenidos pueden no ser comparables con los obtenidos por otro observador (Dunphy y 

col., 1989; Malmgren, 1997). 
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Para superar este inconveniente, se han desarrollado una serie de metodologías 

tendientes a evaluar la viabilidad independientemente de la movilidad. Dentro de ellas, 

la determinación de la integridad de membrana ha sido ampliamente estudiada y 

aceptada. 

En los primeros estudios se utilizaron técnicas que evaluaban la integridad estructural de 

la membrana plasmática y el acrosoma con combinaciones de colorantes vitales como la 

eosina-nigrosina (Hancock, 1951; Blom, 1968), eosina-anilina azul (Shaffer y Almquist, 

1948), eosina-azul ópalo (Nour el-Din y col., 1969), naftol amarillo-eritrosina B (Bryan 

y Akruk, 1977) o el fast green-eosina (Meyhofer, 1965). Luego se adicionaron la técnica 

conocida como tinción triple (Triple Stain en inglés), que utiliza como colorantes el azul 

tripan en combinación con el marron de Bismark y rosa de Bengala (Talbot y Chacón, 

1981) y la combinación de eosina-nigrosina junto con Giemsa (Tamuli y Watson, 1994). 

Otro tipo de tinción utilizada desde tiempo atrás y que evalúa la morfología nuclear es 

la tinción de Feulgen (Feulgen y Rossenbeck, 1924; Kasten, 1964). 

Con el advenimiento del uso del microscopio de fluorescencia, se iniciaron los estudios 

de una variedad de fluorocromos para su aplicación en espermatología (Van Demark y 

col., 1959), pero el costo del equipamiento hizo que sólo recientemente estas técnicas 

fueran perfeccionadas y su empleo se hiciera extensivo. En una primera etapa, se 

utilizaron distintos fluorocromos para la tinción y el reconocimiento del daño de la 

membrana nuclear de los espermatozoides como indicador de viabilidad, como el 

yoduro de propidio (Vasquez y col., 1990); el bromuro de etidio (Jeulín y col., 1982); el 

4`-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Woelders y col., 1992); la anexina V 

(Januskauskas y col., 2003), el Hoechst 33342 (Evenson y col., 1982) y el Hoeschst 

33258 (Cross y col., 1986). Actualmente se han desarrollado una serie de técnicas que 

combinan el uso de dos fluorocromos, de los cuales uno tiñe diferencialmente el 

citoplasma celular y permite identificar el daño en la membrana plasmática, y el otro 

tiñe el ADN, y permite reconocer el daño de la membrana nuclear (Garner y col., 1986; 

Althouse y Hopkins, 1995; Pena y col., 1999). 

Además de estas técnicas que evalúan la integridad estructural de las membranas, se ha 

desarrollado una técnica que analiza la integridad funcional de la membrana cuando ésta 

se pone en contacto con una solución salina hipotónica. Esta técnica se conoce con el 

nombre de test hipoosmótico (HOS o HOST) (Jeyendran y col., 1984). 
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En nuestro caso, se propuso el uso de la técnica que involucra al diacetato de 6-

carboxifluoresceína en combinación con yoduro de propidio, como metodología para 

determinar la viabilidad o integridad de membrana, para su posterior aplicación en todos 

los ensayos que requieran conocer el estado de muestras de semen incubadas o tratadas. 

Esta tinción doble se basa en que el yoduro de propidio se une y tiñe el ADN celular, 

pero es impermeable a la membrana plasmática, de modo que sólo puede atravesarla si 

la membrana está dañada. El diacetato de 6-carboxifluoresceina por su parte, es 

permeable a la membrana y una vez en el interior de la célula, si ésta se encuentra 

intacta, es atacado por esterasas no específicas presentes en el citoplasma que rompen 

los enlaces acetato, y liberan la carboxifluoresceína libre, que no permea la membrana 

plasmática. De esta manera, si la membrana celular estaba intacta, aparece la tinción 

verde fluorescente en todo el citoplasma celular (Garner y col., 1986; Harrison y 

Vickers, 1990). 

 

En este capítulo, se presentan los resultados de la puesta a punto de la técnica de 

determinación del daño de membrana (integridad o viabilidad) en espermatozoides de 

carnero utilizando estos fluorocromos, así como la comparación de los resultados 

obtenidos por esta técnica respecto a la movilidad de los espermatozoides y a otra 

técnica conocida (fast green), tanto para espermatozoides frescos como enfriados hasta 

4ºC y congelados/descongelados, e incubados durante 8 horas a 37ºC. 

 

 

5.2. METODOS 
 

5.2.1. Colección de semen y su procesamiento 
 

El semen fue colectado, evaluado y procesado.Cuando la muestra se procesó en fresco, 

ésta se diluyó hasta una concentración de 500 x 10
6
 espermatozoides/ml en el Diluyente 

2 de congelamiento (Ver Apéndice) y se utilizó inmediatamente para la determinación 

de los parámetros cinéticos. Una fracción de la muestra fue enfriada hasta 4ºC para 

evaluación de la viabilidad. Otra parte se congeló y descongeló para su posterior 

análisis. Las muestras utilizadas también se procesaron para el test de termorresistencia.  

Todos los procedimientos realizados se describen en Materiales y Métodos Generales y 

en el Capítulo I de esta Tesis. 
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5.2.2. Determinación de la integridad de membrana por el uso de diacetato de 6-

carboxifluoresceína y yoduro de propidio 

 

La muestra de semen fue colocada en el extremo superior de 1 ml de solución de Ficoll 

400 (Apéndice), y centrifugada a 15.600xg durante 30 segundos en una Microcentrífuga 

Eppendorf Modelo 5414. Los espermatozoides sedimentados fueron suspendidos en 400 

µl de citrato de sodio 3% (v/v). Alícuotas de 100 µl de estos espermatozoides fueron 

adicionadas a 400 µl de solución de trabajo de fluorocromos (Apéndice). Las 

incubaciones fueron realizadas durante 12 minutos en baño térmico a 30°C en la 

oscuridad. Alícuotas de 20µl se colocaron sobre portaobjetos de vidrio y se cubrieron 

con cubreobjeto. Las muestras se observaron en un microscopio Nikon Optiphot de 

epifluorescencia, utilizando los filtros B-2A y G-2A para la carboxifluoresceína y el 

yoduro de propidio, respectivamente. Se contaron por lo menos 200 células por 

duplicado para cada muestra. En estas condiciones, los espermatozoides con membrana 

intacta se tiñen de verde, mientras que los que presentan la membrana dañada aparecen 

rojos (Figura 1). 

 

5.2.3. Determinación de la viabilidad por el uso de fast-green 
 

Alícuotas de 50 µl de semen fresco o congelado/descongelado se diluyeron hasta una 

concentración final de 5x10
8
 espermatozoides/ml con citrato de sodio al 3% y se les 

agregó 100 µl de una solución conteniendo fast green 2% (p/v) y 0,4% (p/v) de eosina B 

en buffer fosfato. Después de mezclarlos, se tomó una gota de esta preparación y se 

colocó entre porta y cubreobjetos y se observó en microscopio de luz común. Se 

contaron un mínimo de 200 espermatozoides para cada muestra por duplicado. 

 

5.2.4. Análisis estadísticos 
 

Los datos fueron analizados utilizando un test Anova Kruskal-Wallis, utilizando el 

paquete estadístico CSS:Statistica
TM

 Module, StatSoft Inc, Tulsa, OK, USA. 

 

5.3. RESULTADOS 
 

La Figura 1 muestra el patrón de marcación de los espermatozoides de carnero con 

membrama plasmática intacta (viables) y aquellos que presentan la membrana 
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plasmática dañada (no viables). La marcación de los primeros es verde en toda la cabeza 

del espermatozoide, mientras que la de los dañados es roja. Nótese que algunos 

espermatozoides poseen la membrana plasmática dañada pero la membrana acrosómica 

intacta. Son aquellos en los que se observa el acrosoma de color verde contenido en una 

cabeza de color rojo. En la figura se pone de manifiesto claramente que la 

diferenciación entre espermatozoides intactos y dañados por esta metodología es tal que 

no permite confusión alguna en su identificación. 

 

La Tabla I muestra los cambios en los porcentajes de movilidad e integridad de 

membrana durante la incubación de las muestras de semen eyaculado durante 8 horas a 

37°C. Inmediatamente después de la dilución, el porcentaje de espermatozoides intactos 

fue más bajo que el de células mótiles, sugiriendo la presencia de una subpoblación de 

espermatozoides con la membrana dañada, pero móviles. La movilidad se redujo 

progresivamente a lo largo de la incubación, desde un valor inicial de 70-80% a 40-45% 

después de 8 horas. En contraste, el porcentaje de células viables por la técnica de fast 

green fue más alto que el de células móviles y se mantuvo esencialmente constante a lo 

largo de la incubación, indicando que este método no es muy exacto para medir la 

viabilidad del espermatozoide durante una incubación in vitro. 

 

 

Tiempo de incubación  0 horas 4 horas 8 horas 

CFDA-PI (%) 61,6 ± 10,0 56,7 ± 12,1 52,2 ± 9,8 

Fast Green (%) 76,9 ± 7,2 76,3 ± 7,4 74,3 ± 8,3 

Movilidad (%) 71,7 ± 3,3 64,0 ± 3,5 * 43,4 ± 11,4 * 

Tabla I. Porcentaje de espermatozoides móviles e integridad de membrana durante la 

incubación de espermatozoides frescos de carnero a 37°C. Los valores representan 

Media ± DS (n=18). * p<0,001 vs 0 horas. 

 

Como se muestra en la Tabla II, la integridad de membrana es mantenida después del 

enfriamiento lento hasta 4°C. A pesar de ello, el congelamiento y descongelamiento 

resultaron en una reducción del 70% en el porcentaje de espermatozoides con 

membrana intacta. De acuerdo con ello, sólo un 15% de los espermatozoides mantienen 

sus membranas intactas después del descongelamiento, en comparación con los valores 

normalmente encontrados en espermatozoides frescos, no congelados (55-60%). En 
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contraste, la movilidad se redujo del 74% en semen fresco a 41% en semen 

descongelado. 

 

 

      Fresco Enfriado Congelado/Descongelado 

Integridad de membrana (%) 56,3 ± 8,9 53,6 ± 9,5 16,3 ± 4,1 ** 

Movilidad (%) 73,2 ± 3,6 68,4 ± 3,6 * 40,7 ± 15,4 ** 

Tabla II. Porcentaje de movilidad e integridad de membrana en espermatozoides 

frescos, enfriados y descongelados. Se representa la Media ± DS (n=12). * p<0,01, ** 

p<0,001 vs valores de muestras frescas. 

 

La medición de la integridad de membrana involucra el uso de formaldehido a una 

concentración lo suficientemente baja como para inmovilizar al espermatozoide 

mientras mantiene intacta la integridad de su membrana. Asimismo, podría ocurrir que 

la sensibilidad de la membrana del espermatozoide al formaldehido fuera diferente en 

espermatozoides frescos y descongelados. Para examinar esta posibilidad, se utilizaron 

muestras de espermatozoides descongelados y se incubaron con la tinción de 

fluorocromos que contenía o no formaldehido. En este último caso, los preparados se 

midieron inmediatamente despues de realizados para permitir un mejor conteo. Los 

valores Medios del porcentaje de espermatozoides intactos (n=77) fueron 14,1 ± 6,8 y 

15,2 ± 7,4 en presencia o no de formaldehido, respectivamente, eliminando así la 

posibilidad de un efecto deletéreo del formaldehído sobre la integridad de membrana en 

esta concentración utilizada. 

El efecto del congelamiento y descongelamiento sobre los espermatozoides durante un 

test de termorresistencia de 8 horas de incubación se muestra en la Tabla III. 

Inmediatamente después del descongelamiento, un 40% de los espermatozoides 

muestran movilidad progresiva, mientras que sólo un 17% muestra membrana intacta 

según lo medido por el uso de los fluorocromos. Adicionalmente, después de 8 horas de 

incubación a 37°C, la movilidad se redujo a un 10-15%, comparable con el porcentaje 

de espermatozoides con membrana intacta, que se mantienen aproximadamente igual 

durante toda la incubación. El porcentaje de viables, según los resultados obtenidos por 

el uso del fast green, fueron más altos que el porcentaje de movilidad y se mantuvieron 

más altos a lo largo de las 8 horas de incubación. 
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Figura 1. Muestra de espermatozoides de carnero descongelados luego de la tinción con 

diacetato de 6-carboxifluoresceína y yoduro de propidio. Se observa el patrón de 

marcación de los espermatozoides de carnero con membrama plasmática intacta 

(viables) y aquellos que presentan la membrana plasmática dañada (no viables). 
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Tiempo de incubación  0 horas 4 horas 8 horas 

CFDA-PI (%) 16,8 ± 6,6 12,9 ± 7,2 13,7 ± 6,4 

Fast Green (%) 45,7 ± 11,1 39,4 ± 9,6 35,6 ± 12,0 * 

Movilidad (%) 39,3 ± 2,9 29,7 ± 6,1 ** 9,8 ± 9,0 ** 

Tabla III. Porcentaje de movilidad e integridad de membrana durante la incubación de 

espermatozoides de carnero descongelados y mantenidos a 37°C.  * p<0,01, ** p<0,001 

vs 0 horas. 

 

5.4 DISCUSION 
 

Los resultados aquí presentados demuestran la utilidad de la metodología que involucra 

el uso de dos fluorocromos (acetato de 6-carboxifluoresceina y yoduro de propidio) para 

la determinación de la integridad de membrana de espermatozoides de carnero tanto 

frescos, como enfriados o congelados/descongelados. Los estudios utilizando 

espermatozoides frescos mostraron que algunos espermatozoides aunque móviles, 

exhibieron daño en la membrana, posiblemente debido al envejecimiento, al efecto de 

los cambios térmicos y mecánicos sufridos durante la colección de las muestras como al 

procesamiento de las mismas. Estos resultados coinciden con los observados por 

Maxwell y col. (1997) para espermatozoides de bovinos y carnero y por Salamon y 

Maxwell (1995) quienes sugirieron que la movilidad espermática de los 

espermatozoides ovinos crioconservados es habitualmente mayor que la integridad 

morfológica de sus acrosomas. De acuerdo con este concepto, aquellos espermatozoides 

podrían no ser funcionales (Centola y col., 1990). Recientemente, Reyes y col. (2002) 

propusieron que el daño de la integridad de la membrana no significa necesariamente 

que ese espermatozoide sea inviable, sino que se encuentre alterado. De este modo 

parecería entonces ser que la evaluación de la integridad de la membrana podría ser más 

precisa que la determinación de la movilidad para determinar la calidad de una muestra 

de semen (Fraser y col., 2001). El hecho de que la movilidad esté marcadamente 

reducida durante la incubación a 37°C, mientras que la integridad de membrana es 

mantenida, sugiere la existencia de un factor o factores que llevan a la inmovilización 

del espermatozoide, no relacionados necesariamente con la pérdida de la viabilidad. 
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De nuestros resultados se desprende también que el diacetato de 6-carboxifluoresceína 

tiene diferencias en la capacidad para identificar células viables con respecto al 

colorante vital fast green. Esto se pone de manifiesto en todos los ensayos analizados y 

que forman parte de este capítulo, indicando que la carboxifluoresceína tiene una mayor 

sensibilidad que el fast green para identificar las células estructuralmente intactas. Esto 

está de acuerdo con lo observado por Pintado y col. (2000) para espermatozoides de 

cerdo y toro, en los que demostraron que existen diferencias en la capacidad de los 

colorantes tanto fluorescentes como vitales (yoduro de propidio, Hoechst 33258 y 

eosina) en detectar los espermatozoides no viables. Esta situación entonces, debe ser 

tenida en cuenta cuando uno realiza ensayos en los que la determinación de la viabilidad 

celular acompaña a la evaluación de otros parámetros espermáticos. 

Es claro que la integridad de la membrana se reduce drásticamente despues del 

descongelamiento, mientras que el efecto sobre la movilidad no es tan evidente. 

Además, el análisis simultáneo de la integridad de la membrana y la movilidad reveló la 

existencia de una vasta población de espermatozoides dañados que eran móviles 

inmediatamente después del descongelamiento. Uno entonces puede predecir que estos 

espermatozoides van a perder su movilidad dentro de las primeras horas de incubación a 

37°C, y este parece ser el caso, como se ve en la Tabla III. Debido a que la integridad de 

membrana permanece constante durante la incubación, estos resultados sugieren 

fuertemente que el daño de membrana es el mayor responsable de la baja supervivencia 

de los espermatozoides descongelados e incubados a 37°C. 

 

En conclusión, la evaluación de la integridad de membrana por medio de fluorocromos 

mostró ser un marcador preciso y muy sensible de la viabilidad de los espermatozoides 

de carnero. Por otra parte, sugerimos que este método puede ser utilizado para evaluar la 

eficiencia de los procedimientos de criopreservación así como la evaluación de la 

integridad de membrana en muestras en las cuales se requiera conocer la viabilidad de 

espermatozoides sujetos a otro tipo de ensayos, como los correspondientes a 

capacitación. 

 

Como se describió en este capítulo, se logró a poner a punto una técnica para la 

evaluación de la integridad de membrana de los espermatozoides de carnero por medio 

de fluorocromos. Esta técnica será utilizada de ahora en adelante para determinar la 
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viabilidad de los espermatozoides de carnero en los restantes ensayos que constituyen 

esta Tesis. 
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6. CAPITULO III: Puesta a punto de una técnica de determinación del 

daño de la membrana acrosomal en espermatozoides viables de 

carnero utilizando simultáneamente lectinas marcadas con 

fluorocromo y el colorante Hoechst 33258. 

 

 

 
6.1. INTRODUCCION 

 
 

Un aspecto importante en la evaluación de la calidad del semen es la determinación de 

la capacidad de los espermatozoides para sufrir la reacción acrosómica. Este proceso 

está asociado a la activación y pérdida exocitótica de enzimas proteolíticas del acrosoma 

y se considera que tiene un papel importante en la penetración de las envolturas del 

oocito (revisado por Yanagimachi, 1994). En espermatozoides de carnero, muchas 

veces es dificultoso monitorear el estado acrosomal por microscopía con luz 

convencional (Shams-Borhan y Harrison, 1981; Watson y col., 1991; Tamuli y Watson, 

1994), por otro lado, la microscopía electrónica (Ben-Av y col., 1988; Shams-Borhan y 

Harrison, 1981; Watson y col., 1991; Williams y col., 1991) no es práctica para 

propósitos rutinarios. Diversos métodos han sido descriptos para evaluar el porcentaje 

de espermatozoides con acrosoma reaccionado. Dentro de ellos incluimos la tinción con 

colorante Giemsa (Watson y Martin, 1972), la tinción triple (Gutierrez y col., 1993), la 

tinción con naftol amarillo/eritrosina B (Graham y col., 1987; Williams y col., 1991; 

Maxwell y col., 1995), con eosina-nigrosina (Thompson y Cummins, 1985; Tamuli y 

Watson, 1994) y con azul de tripán/giemsa (Didion y col., 1989). Otras alternativas para 

evaluar el estado acrosomal son el estudio de la cantidad de glicoproteínas liberadas por 

un ensayo del tipo ELISA (Margalit y col., 1997) y métodos enzimáticos (Williams y 

col., 1991). 

En otras especies, para establecer el daño acrosomal, se utilizaron la tinción de Wells-

Awa (Wells y Awa, 1970), la tinción denominada Spermac (Oettle, 1986; Paulenz y 

col., 1995), distintos anticuerpos (Byrd y Wolf, 1986; Ballard y col., 1987,1988; Jones y 

col., 1990; Carver-Ward y col., 1994; Cohen-Dayag y Eisenbach, 1994; Peknikova y 

Moss; 1998; Palecek y col., 1999), la albúmina sérica bovina manosilada (MAF, Amin 

y col., 1996), la quinacrina (Amin y col., 1996), el amarillo naftol junto con anilina azul 
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(Christensen y col., 1994), la tinción con azul coomassie G-250 (Moller y col., 1990; 

Larson y Miller, 1999), fucolectinas (D`Cruz y Haas, 1996) y el ensayo de Acrobeads 

(Centola y col., 1997). Way y col. (1995) combinaron el fast green con eosina B, la 

eosina B con anilina azul, el azul tripan con Giemsa y el amarillo naftol con eritrosina B 

en espermatozoides de bovinos. Por diferentes razones, estas técnicas no han sido 

amplimente utilizadas. De todos modos, ninguna de estas técnicas por si sola brinda 

información sobre si la pérdida del acrosoma fue fisiológica o degenerativa (Christensen 

y col., 1994). 

Las lectinas conjugadas con fluoresceína están siendo usadas con mayor asiduidad para 

la determinación del estado acrosomal. En particular, las aglutininas del Pisum sativum 

(PSA), Arachis hypogea (PNA) y Triticum vulgaris (WGA) han sido utilizadas 

extensamente (Mortiner y col., 1987; Aitken y Brindle, 1993; Bawa y col., 1993; Calvo 

y col., 1993; Brucker y col., 1994; Cross y Watson, 1994; Cheng y col., 1996; Mattioli y 

col., 1998; Katayama y col., 2002) . 

El uso de tinciones dobles para la determinación simultánea del estado acrosomal y la 

integridad de la membrana ofrece información adicional sobre aquellos espermatozoides 

que son potencialmente fértiles. Las tinciones supravitales fluorescentes tales como el 

Hoechst 33258 y el yoduro de propidio (sólo o combinado con diacetato de 6-

carboxifluoresceína), han sido de gran utilidad para la determinación de la integridad de 

membrana espermática (Cross y col., 1986; Garner y col., 1986; Harrison y Vickers, 

1990; Mendoza y col., 1992; Kay y col., 1994). Varios autores (Holden y col., 1990; 

Holden y Trounson, 1992; Ozaki y col., 2002) utilizaron en espermatozoides humanos 

la combinación de concanavalina A fluoresceinada (FITC-ConA) y Hoeschst 33258 

para la determinación simultánea de reacción acrosómica y viabilidad, y Marti y col. 

(2000) utilizaron la aglutinina del Ricinus communis fluoresceinada (FITC-RCA) junto 

con la CFDA/PI para espermatozoides de carnero. Para espermatozoides humanos, 

Aitken y col. (1993) utilizaron la combinación de lectinas/HOS, Tao y col. (1993) la 

combinación de anticuerpos monoclonales fluoresceinados y Hoeschst 33258, mientras 

que Viggiano y col. (1996) utilizaron la combinación HOS/Spermac.  

 

En este capítulo, presentamos la puesta a punto de una técnica de determinación 

simultánea del daño acrosomal y de la membrana plasmática en espermatozoides de 

carnero tanto frescos como congelados/descongelados, y luego de la incubación de los 
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mismos con un inductor de la reacción acrosómica a distintos tiempos, utilizando para 

ello lectinas fluoresceinadas y el colorante Hoechst 33258. Esta técnica doble fue 

previamente utilizada para espermatozoides equinos por Casey y col. (1993), por Tao y 

col. (1993) en espermatozoides de ratón, por Hinsch y col. (1997) en espermatozoides 

de bovinos, y de humanos por Ozaki y col. (2002). 

 

 

6.2. METODOS 
 

 

6.2.1 Determinación simultánea del patrón de unión de lectinas y la integridad de 

membrana 

 

Alícuotas de 10 µl de semen puro, conteniendo 4-5 x 10
7
 espermatozoides, fueron 

diluídas en 90 µl de citrato de sodio 3% (m/v), mezcladas con 100 µl de una solución de 

Hoechst 33258 (1 µg/ml en citrato de sodio) e incubadas en baño térmico a 37ºC 

durante 3 minutos. El exceso del colorante fue removido por centifugación sobre un 

colchón de Ficoll 400 a 15.600xg durante 30 segundos. El sobrenadante fue 

cuidadosamente aspirado y descartado. El sedimento fue resuspendido en 400 µl de PBS 

y centrifugado nuevamente, y el sedimento obtenido fue resuspendido y fijado en etanol 

95% a 4ºC durante 10 minutos. Luego de este período, se centrifugó a 15.600xg durante 

30 segundos, se descartó el sobrenadante, se resuspendió el sedimento en 2 ml de PBS y 

se lavó por centrifugación en las condiciones descriptas anteriormente, para descartar el 

sobrenadante y el sedimento ser finalmente resuspendido en 90 µl de PBS. Para la 

marcación con las lectinas, se utilizaron 10 µl de una solución que contenía 100 µg/ml 

de cada una de las lectinas en PBS. La solución fue incubada en baño térmico a 37ºC y 

en oscuridad durante 8 minutos. Luego se lavó por centifugación con 1 ml de PBS para 

extraer el exceso de lectina, y el precipitado se resuspendió en 50 µl de una solución de 

montaje consistente en 90% (v/v) de glicerol en PBS. Se tomó una alícuota de esta 

suspensión y se montó en portaobjetos de baja fluorescencia, se cubrió con cubreobjeto 

y se observaron al menos 200 espermatozoides por portaobjeto, por duplicado, en un 

microscopio Nikon Optiphot de epifluorescencia, utilizando los filtros UV y B-2A para 

el Hoechst y las lectinas, respectivamente. 
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6.2.2. Inducción de la exocitosis acrosomal por el uso de ionóforo de calcio A23187 
 

Alícuotas de 10 µl (4-5 x 10
7
 espermatozoides) de semen puro fueron diluídas 1:10 en 

PBS, mezcladas con un volumen igual de solución de ionóforo A23187 en PBS 

(preparado a partir de una solución madre 5 mM en dimetilsulfóxido (DMSO)), hasta 

llevarlo a una concentración final de 5 µM de A23187 y 0,1% (v/v) DMSO. Las 

muestras fueron incubadas en estufa a 38,5ºC en una atmósfera humidificada de 5 % de 

CO2 en aire. Las muestras control contenían espermatozoides incubados sólo con 0,1 % 

de DMSO. 

Después de 30 y 60 minutos de incubación en A23187, se tomaron alícuotas para la 

determinación de la exocitosis acrosomal por el ensayo de unión de lectinas e integridad 

de membrana simultáneamente, y por microscopía de contraste diferencial de 

interferencia (DIC). 

 

6.2.3. Especificidad de la unión de lectinas 
 

La especificidad de las lectinas se determinó por su competencia respectiva con 

diferentes monosacáridos. Así, las soluciones stock de las distintas lectinas fueron 

mezcladas con volúmenes iguales de α-metilmanosido, D-galactosa o N-acetil-D-

glucosamina; todas ellas en concentración 1M. Luego de 30 minutos de incubación, se 

realizaron los ensayos de marcación sobre espermatozoides. 

 

6.2.4. Determinación del estado acrosomal por el uso de microscopio de contraste 

de interferencia diferencial (DIC) 

 

Adicionalmente, la morfología acrosomal fue determinada utilizando un microscopio de 

contraste de interferencia diferencial, de acuerdo a la metodología y patrones 

morfológicos descriptos por Watson y col. (1991), con la excepción de que los estadios 

tardíos e intermediarios fueron considerados como un único estadio. Para este propósito, 

se contaron como mínimo 100 espermatozoides por portaobjetos por duplicado. 

 

6.2.5. Análisis estadísticos 
 

Los resultados obtenidos fueron analizados utilizando un test t de Student o bien un 

ANOVA con test de Tukey, luego de la transformación angular de los porcentajes 
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obtenidos. La correlación fue determinada utilizando un análisis de regresión lineal 

(Steel y Torrie, 1981). 

 

 

6.3. RESULTADOS 
 

Para esta puesta a punto, comparamos la capacidad de tres lectinas para caracterizar la 

integridad acrosomal de los espermatozoides de carnero. Las Figuras 1, 2 y  3 muestran 

los patrones de marcación de la PSA, PNA y WGA respectivamente. Tanto para la PSA 

como para la PNA, la forma más abundantemente encontrada en el semen fresco fue la 

que presentaba marcación fluorescente en el área acrosomal. Esta forma corresponde a 

espermatozoides con el acrosoma intacto, según lo reveló la observación con DIC. 

También se encontraron dos formas menores, una de ellas mostró una débil 

fluorescencia en el segmento ecuatorial de la cabeza y la otra no mostró marcación 

fluorescente en la cabeza (Figuras 1 y 2). La observación con DIC reveló que ambas 

formas correspondían a espermatozoides que habían sufrido la pérdida completa del 

acrosoma. 

La marcación con la lectina WGA mostró dos patrones de marcación diferentes (Figura 

3). Uno de ellos presentó marcación fluorescente en la totalidad de la cabeza del 

espermatozoide, aunque más intensamente marcado en la región anterior. Estos 

espermatozoides resultaron tener el acrosoma intacto según DIC. El otro patrón de 

marcación carecía de fluorescencia en la región acrosomal, pero presentó una marcación 

débil en el resto de la cabeza. Esta forma correspondió a espermatozoides que habían 

perdido el acrosoma según lo reveló la observación con DIC. 

Por otra parte, algunos espermatozoides mostraron daño parcial del acrosoma, que se 

puede identificar claramente independientemente de la lectina utilizada y que se muestra 

en las Figuras 1, 2 y 3. 

Los espermatozoides con daño de membrana se caracterizaron por presentar patrones de 

marcación de lectinas anómalos: a) marcación en forma de "parches" o puntiforme en el 

acrosoma, marcación completa del acrosoma y marcación en el segmento ecuatorial y 

post-ecuatorial cuando se utilizó la PSA como lectina; b) marcación en forma de 

"parches" o puntiforme en el acrosoma con la lectina PNA; y c) marcación completa o 

puntiforme exclusivamente en el acrosoma, marcación en el segmento ecuatorial 

exclusivamente, y ausencia completa de marcación en toda la cabeza del 
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espermatozoide cuando la lectina involucrada era la WGA. En todos los casos, entre un 

10-15% de los espermatozoides no viables según la marcación con Hoechst 33258 

presentaron acrosomas intactos, y un 45-50% de estos presentaron pérdida del 

acrosoma, según lo determinado por DIC. Para los ensayos posteriores, sólo se 

consideraron los espermatozoides intactos (viables). 

La marcación con PSA no se detectó cuando se realizó la preincubación de esta lectina 

con α-metilmanósido 1M, mientras que la D-galactosa y la N-acetil-D-glucosamina no 

tuvieron efecto sobre la marcación. Del mismo modo, la marcación con PNA y WGA 

fue inhibida sólo en presencia de D-galactosa y N-acetil-D-glucosamina, 

respectivamente. 

Las tres lectinas utilizadas identificaron la pérdida del acrosoma luego de la incubación 

de los espermatozoides con A23187 5 µM, conocido inductor de la exocitocis 

acrosomal (Tabla I). 

 

Lectina  Tiempo (minutos)  

 0 30 60 

PSA (%) 2 ± 1ª 42 ± 3
b
 66 ± 4

c
 

PNA (%) 1 ± 1ª 38 ± 3
b
 60 ± 4

c
 

WGA (%) 2 ± 1
a
 36 ± 4

b
 66 ± 5

c
 

Tabla I. Porcentaje de espermatozoides con pérdida del acrosoma después de la incubación con A23187, 

según lo evaluado por el uso de PSA, PNA y WGA. Los valores representan Media ± DS (n=12). Los 

valores con subíndices distintos, difieren significativamente (P<0,001). 

 

Esto fue confirmado por la acumulación de estas formas dependiente del tiempo, así 

como por el uso de DIC. Para todos los tiempos, las diferencias encontradas entre los 

valores obtenidos usando cualquiera de las tres lectinas no fueron significativas (p > 

0,05). 

 

El análisis de regresión lineal indicó una fuerte correlación entre la capacidad para 

detectar la reacción acrosómica por parte de las tres lectinas utilizadas (Tabla II). 
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Comparación r
2
 P 

PSA vs PNA 0,91 <0,0001 

PSA vs WGA 0,92 <0,0001 

PNA vs WGA  0,92 <0,0001 

Tabla II. Análisis de regresión lineal entre los valores obtenidos para las lectinas PSA, PNA y WGA. 

n=42 para cada comparación 

 

La Tabla III muestra el efecto de la criopreservación sobre el porcentaje de 

espermatozoides con el acrosoma intacto dentro del total de la población 

(espermatozoides dañados e intactos) y sobre el porcentaje de espermatozoides con 

acrosoma intacto dentro de la población con membrana intacta. Es claro que el 

congelamiento y descongelamiento lleva a un descenso tanto de la integridad de 

membrana como de la integridad acrosomal, independientemente de la lectina utilizada. 

De todos modos, casi todos los espermatozoides que sobreviven a la criopreservación, 

según lo evaluado por la tinción con Hoechst, muestran acrosomas intactos. En este 

caso, no se encontraron diferencias significativas entre muestras de semen fresco y 

congelado/descongelado (Tabla III). 

 

 PSA PNA WGA 

 Fresco Cong/Desc Fresco Cong/Desc Fresco Cong/Desc 

% de acrosoma intacto 

del total de la pobla-

ción 

 

72 ± 4ª 

 

43 ± 10
b
 

 

70 ± 6ª 

 

 

42 ± 10
b
 

 

69 ± 6ª 

 

 

42 ± 10
b
 

% de acrosoma intacto 

de la población con 

membrana plasmática 

intacta 

 

98 ± 1 

 

96 ± 2 

 

 

96 ± 3 

 

 

94 ± 2 

 

 

95 ± 3 

 

95 ± 2 

Tabla III. Efecto del congelamiento y descongelamiento sobre la integridad de la membrana plasmática y 

el estado acrosomal de espermatozoides de carnero. Los valores representan Media ± DS (n=12). Los 

números con diferente supraíndice difieren significativamente (p<0,001). El porcentaje de integridad de 

membrana y motilidad fue 73 ± 4 y 73 ± 2, respectivamente, para semen fresco, y 44 ± 10 y 38 ± 5 

respectivamente, para semen congelado/descongelado. 
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Figura 1. Patrones de marcación de la lectina PSA en espermatozoides de carnero. 

Foto superior: Un espermatozoide con daño parcial del acrosoma y uno con el acrosoma 

intacto. Foto inferior: Dos espermatozoides con una débil fluorescencia en el segmento 

ecuatorial de la cabeza, que corresponden a espermatozoides que han sufrido la pérdida 

completa del acrosoma. Un tercer espermatozoide presenta acrosoma intacto. 
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Figura 2. Patrones de marcación de la lectina PNA en espermatozoides de carnero. 

Foto superior: Tres espermatozoides con acrosoma intacto. Un cuarto espermatozoide 

(derecha) presenta una débil fluorescencia en el segmento ecuatorial de la cabeza, que 

corresponde a un espermatozoide con pérdida completa del acrosoma. Foto inferior: 

Espermatozoide con daño parcial del acrosoma. 
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Figura 3. Patrones de marcación de la lectina WGA en espermatozoides de carnero. 

Foto superior: Un espermatozoide con daño parcial del acrosoma y uno con el acrosoma 

intacto. Foto inferior: Espermatozoide con una débil fluorescencia en el segmento 

ecuatorial y en el postacrosoma de la cabeza, que corresponde a un espermatozoides que 

ha sufrido la pérdida completa del acrosoma. 
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6.4. DISCUSION 
 

Los resultados presentados aquí demuestran que las lectinas pueden ser efectivamente 

utilizadas para monitorear el estado acrosomal del espermatozoide de carnero. 

Adicionalmente, se desarrolló un método para la determinación simultánea de la 

integridad de membrana plasmática y el estado acrosomal en espermatozoides de 

carnero. 

La tinción doble descripta aquí involucra una primera etapa en la que el daño de las 

células se pone de manifiesto con un fluorescente vital, seguido por una marcación con 

una lectina. El Hoechst 33258 es un colorante supravital ampliamente utilizado para la 

determinación de la integridad de membrana, debido a que en condiciones normales no 

penetra hacia el interior de la membrana plasmática de la célula, mientras que en caso 

de daño o permeabilización de la misma, penetra hacia el nucleo y se une firmemente al 

ADN (Visser, 1981). 

Dado que la tinción con lectinas involucra una fijación con etanol, el que permeabiliza 

todas las células, es esencial que el exceso del fluorocromo sea perfectamente removido 

por lavado. En nuestras condiciones, el uso de yoduro de propidio (que es usado 

generalmente en combinación con acetato de carboxifluoresceína) no fue efectivo, 

debido a que todas las células aparecieron marcadas luego de la fijación con etanol. En 

cambio este efecto no se observó al utilizar Hoechst 33258. El efecto del PI ya había 

sido observado previamente en espermatozoides humanos (Centola y col., 1990). Una 

explicación posible para las diferencias entre ambos colorantes sería que el exceso de PI 

presente en las células podría ser suficiente como para difundir desde las células 

dañadas marcando las originalmente intactas, mientras que el exceso de Hoechst 33258 

no lo hace. Las muestras controles mostraron que después de la tinción con Hoechst, el 

lavado y la permeabilización, el porcentaje de espermatozoides con membrana intacta 

no fue significativamente diferente del obtenido después de la tinción sola, lo que valida 

el procedimiento. 

Utilizamos un microscopio de contraste de interferencia diferencial para monitorear el 

estado del acrosoma de los espermatozoides que presentaban diferentes patrones de 

marcación con lectinas. Tanto para la PSA como para la PNA, la foma más 

abundantemente encontrada en semen fresco presentó tinción en el acrosoma, mientras 

que aquellos espermatozoides que no presentaron marcación en esta región o aquellos 

que sólo la presentaron en el segmento ecuatorial fueron asociados con formas 
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reaccionadas. En espermatozoides no viables se encontró marcación en forma de 

"parches" o puntiforme. 

Los patrones encontrados para la PNA coincidieron con los previamente encontrados en 

otras especies (Virtanen y col., 1984; Lee y Damjanov, 1985; Aitken y col., 1993; Cross 

y Watson, 1994; Long y col., 1996; Kitiyant y col., 2002). Este también fue el caso para 

la PSA (Cross y col., 1986; Fukuda y col., 1989; Centola y col., 1990; Mendoza y col., 

1992; Casey y col., 1993; Kawakami y col., 1993; Tesarik y col., 1993a; Ozaki y col., 

2002). 

Es posible que las dos formas asociadas a la pérdida del acrosoma (ausencia de 

marcación o marcación ecuatorial) representen estadios funcionales distintos, debido a 

que en espermatozoides humanos (Talbot y Chacon, 1982) sólo las formas que 

presentan marcación en el segmento ecuatorial son capaces de unirse a la membrana 

plasmática del oocito. De este modo, se postula que estos espermatozoides serían los 

recientemente reaccionados, mientras que aquellos que carecen de marcación en todo el 

acrosoma habrían perdido su acrosoma con anterioridad en el tiempo, lo que los haría 

incapaces de interactuar con el oocito (Tesarik y col., 1993a). 

Para la WGA, la mayor parte de los espermatozoides mostraron una marcación intensa 

en la región acrosomal y una marcación débil en la región postacrosomal, tal como ha 

sido encontrada en espermatozoides humanos (Virtanen y col., 1984; Lee y Damjanov, 

1985; Cross y col., 1986; Cross y Overstreet, 1987); de bovino (Cross y Watson, 1994) 

y de cerdo (Aguas y Pinto da Silva, 1983; Jimenez y col., 2002,2003). 

El ionóforo de calcio A23187 ha sido utilizado exitosamente en espermatozoides de 

carnero para inducir la exocitosis acrosomal (Shams-Borhan y Harrison, 1981; Watson 

y Plummer, 1986; Ben-Av y col., 1988; Watson y col., 1991). En este trabajo se halló 

un 66%, 60% y 66% de formas reaccionadas después de la exposición durante una hora 

al ionóforo de calcio utilizando PSA, PNA y WGA respectivamente. Debido a que el 

grado de exocitosis acrosomal es altamente dependiente de las condiciones de 

incubación y del estado de capacitación, estos resultados no pueden ser totalmente 

comparables con los resultados obtenidos por otros autores; de hecho, la incubación 

bajo condiciones idénticas llevan a los mismos valores de exocitosis acrosomal, 

independientemente de la lectina utilizada. Este no parece ser el caso de los 

espermatozoides humanos, en donde el uso de la PNA reveló un mayor porcentaje de 

reacción acrosómica que el uso de la PSA (Aitken y Brindle, 1993). 
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La criopreservación de espermatozoides causa un descenso en la movilidad (Keel y col., 

1987), funcionalidad (Check y col., 1991), integridad de membrana (Holt y col., 1992 y 

Capítulo II de esta Tesis), daño en la teca perinuclear (Martinez y col., 2006) y 

velocidad (capítulo I de esta Tesis). Adicionalmente, un daño extensivo del acrosoma 

podría contribuir a la pérdida de acrosina (Pedersen y Lebech, 1971; Mack y Zaneveld, 

1987; Centola y col., 1990; Cross y Hanks, 1991) y un consecuente descenso en la 

fecundidad. Por otra parte se sabe que la mayor parte del daño ocurriría durante el 

descongelamiento (Woolley y Richardson, 1978) y el daño físico al acrosoma sería 

secundario a la muerte celular (Cross y Hanks, 1991). A pesar de ello, nuestros 

resultados indican que la mayor parte de todos los espermatozoides que han sobrevivido 

al descongelamiento, o que al menos permanecen con sus membranas intactas, también 

mantienen sus acrosomas intactos. Estos resultados concuerdan con lo observado para 

espermatozoides de búfalo (Rasul y col., 2001) y de elefante (Sa-Ardrit y col., 2006). 

En contraste, los resultados obtenidos por Centola y col. (1990), McLaughlin y col. 

(1993) y Tao y col. (1993), indican que espermatozoides humanos 

congelados/descongelados viables tienen un mayor grado de daño acrosómico que los 

espermatozoides frescos. 

Por otra parte, se debe tener en cuenta que la criorresistencia está relacionada con la 

composición de la membrana plasmática (Parks y Graham, 1992), y que estas 

membranas acrosomales y plasmáticas pueden diferenciarse en su composición (Holt y 

North, 1985). En el capítulo anterior se describió que cerca del 18% de los 

espermatozoides congelados/descongelados que poseen su membrana plasmática 

dañada tenían el acrosoma intacto cuando se utilizó CFDA/PI. Por otro lado se 

determinó que el 14% de los espermatozoides congelados/descongelados que fueron 

positivos a la tinción con Hoechst (membrana plasmática dañada) tenían sus acrosomas 

intactos según lo indica la unión de lectinas. 

Estos resultados, junto con el hecho de que virtualmente todos los espermatozoides 

congelados/descongelados intactos presentan un patrón de marcación de lectinas 

normal, indican que, al menos en espermatozoides de carnero, la resistencia al daño por 

criopresevación de la membrana plasmática es menor que la de la membrana acrosomal, 

y por lo tanto, el cuidado de la primera es crítico para una criopreservación exitosa. 
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Como conclusión, podemos decir que la determinación del estado de la membrana 

acrosomal por el uso de lectinas es un método rápido, sencillo y altamente reproducible 

en una variedad de condiciones, y que asociado a un método de determinación de la 

viabilidad, resulta de interés para el conocimiento del estado estructural de los 

espermatozoides. 
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7. CAPITULO IV: Puesta a punto de un método para evaluar 

capacitación de los espermatozoides utilizando clortetraciclina (CTC) 

 

 
7.1. INTRODUCCION 
 

Los espermatozoides de mamíferos requieren de un proceso conocido como 

capacitación para fecundar los oocitos (Austin, 1951; Chang, 1951; Bedford, 1983). 

Este proceso, que ocurre fisiológicamente en el tracto femenino, consiste en una serie de 

modificaciones que incluyen la alteración o remoción de glicoproteínas periféricas, 

reordenamiento de proteínas integrales, pérdida del contenido de colesterol y cambios 

en la distribución y composición de los fosfolípidos de membrana (Yanagimachi, 1994). 

A pesar de que han sido desarrolladas varias hipótesis sobre el mecanismo por el cual 

los espermatozoides se capacitan, no hay duda de que la entrada de calcio es necesaria 

para que se produzca la capacitación y el inicio de la reacción acrosómica (Bedford, 

1970; Tervit y col., 1972; Yanagimachi, 1994). 

Diversos sistemas in vitro fueron propuestos para capacitar espermatozoides de carnero 

(Cheng y col., 1986; Crozet y col., 1987; Fukui y col., 1988; Cognie y col., 1991; Pugh 

y col., 1991), brindando una variada cantidad de herramientas para entender el proceso 

completo de capacitación y reacción acrosómica. Por otra parte, la incubación de 

espermatozoides en presencia del ionóforo de calcio A23187, que promueve la entrada 

de calcio sin capacitación, provoca una exocitosis acrosomal que semeja la reacción 

acrosómica fisiológica (Jamil y White, 1981; Shams-Borman y Harrison, 1981; Flechon 

y col., 1986). 

La pérdida del contenido acrosomal durante la reacción acrosómica es relativamente 

fácil de evaluar por métodos citológicos (Talbot y Chacon, 1980,1981; Wolf y col., 

1985). Como contraposición, los cambios que ocurren durante la capacitación, 

previamente a la reacción acrosómica, son mucho más difíciles de determinar. 

El desarrollo de técnicas para poder determinar a nivel microscópico el grado de 

capacitación de espermatozoides es de gran ayuda e importancia para los análisis 

funcionales de espermatozoides y para comparar la eficacia de técnicas reproductivas 

asistidas. 
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La clortetraciclina (CTC) une calcio de membrana (Hallet y col., 1972), cuya 

distribución parecería cambiar durante la capacitación, y es fácilmente observable por 

microscopía de fluorescencia. De esta manera, el patrón de distribución de CTC 

parecería estar relacionado con los estadios de capacitación. El ensayo de unión de CTC 

(Saling y Storey, 1979; Ward y Storey, 1984) fue utilizado exitosamente para medir el 

grado de capacitación y reacción acrosómica en espermatozoides de distintas especies 

como el humano (Lee y col., 1987; Kholkute y col., 1992; DasGupta y col., 1993; Perry 

y col., 1995), el mono (Kholkute y col., 1990), el ratón (Ward y Storey, 1984; Fraser y 

Herod, 1990; Pietrobon y col., 2001), el caballo (Varner y col., 1987; Arns y col., 1991; 

Rathi y col., 2001; Schembri y col., 2002; Neild y col., 2003), el cerdo (Wang y col., 

1995; Mattioli y col., 1996; Abeydeera y col., 1997; Huo y col., 2002; Kaneto y col., 

2002), el toro (Dalvit y col., 1995; Fraser y col., 1995; Cormier y col., 1997; O`Flaherty 

y col., 1999; Collin y col., 2000; Dinkins y Brackett, 2000; Suzuki y col., 2003), el 

perro (Hewitt y England, 1998; Guerin y col., 1999; Rota y col., 1999), el cabrío (Kaul 

y col., 1997), el cobayo (Zhang y col., 2000) y el búfalo (Kaul y col., 2001). 

En este capítulo, se presentan los resultados de la puesta a punto de la técnica de 

determinación de los distintos patrones de unión de clortetraciclina (CTC) en 

espermatozoides de carnero, inmediatamente después de ser eyaculados, después de una 

capacitación in vitro y de la inducción de exocitosis acrosomal por el uso de ionóforo de 

calcio A23187. 

 

7.2. MATERIALES Y METODOS 
 

 

7.2.1. Capacitación in vitro 
 

La capacitación de los espermatozoides se llevó a cabo según se describe en Materiales 

y Métodos Generales. 

A tiempo 0 y 2 horas, las muestras fueron lavadas y resuspendidas en PBS para el 

ensayo de CTC (ver Materiales y Métodos Generales). Las muestras Control fueron 

espermatozoides lavados pero no incubados. La movilidad de los espermatozoides fue 

monitoreada antes y después de las incubaciones. Paralelamente se determinó la 

movilidad hiperactiva en forma subjetiva. En estas condiciones de capacitación, el 

semen mostró altos porcentajes de fecundación (64 ± 3 %) en nuestro laboratorio de 
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Fertilización In Vitro, utilizando oocitos de oveja madurados in vitro (Baldassarre y 

col., 1994). 

 

7.2.2. Inducción de la exocitosis acrosomal por el ionóforo de calcio A23187 
 

Para la remoción del plasma seminal, una alícuota de 10 µl (4-5 x 10
7
 espermatozoides) 

de semen puro fue colocada en un tubo cónico plástico de 15 ml (Falcon 352099, 

Becton Dickinson, NJ, USA) conteniendo 2 ml de medio Biggers, Whitten y 

Whittingham (BWW, Biggers y col., 1971) y centrifugada a 500 x g durante 8 minutos a 

temperatura ambiente, utilizando una centrífuga Routine RMM 44 (Industria 

Aregentina). El sedimento fue resuspendido en el mismo medio y diluído hasta una 

concentración final de 3 x 10
7
 espermatozoides/ml. Una alícuota (0,5 ml) de esta 

suspensión fue mezclada en una placa multivial con un volumen igual de solución de 

ionóforo A23187 en medio BWW (preparado a partir de una solución madre 5 mM en 

dimetilsulfóxido (DMSO)), hasta llevarlo a una concentración final de 5 µM de A23187 

y 0,1% (v/v) DMSO. Las muestras fueron incubadas en estufa a 38,5ºC en una 

atmósfera humidificada de 5 % de CO2 en aire. Las muestras control contenían 

espermatozoides incubados sólo con 0,1 % de DMSO. 

Después de 30 y 60 minutos de incubación en A23187, se tomaron alícuotas para la 

determinación de CTC. La exocitosis acrosomal se evaluó por microscopía de contraste 

diferencial de interferencia (DIC). 

 

7.2.3. Marcación con clortetraciclina (CTC) 
 

Se preparó una solución de CTC (1 mM) en un buffer conteniendo Tris 20 mM, NaCl 

130 mM y cisteina 5 mM, pH 7,8 . La reacción se inició mezclando 10 µl de la muestra 

de semen (200 x 106 espermatozoides/ml) con 10 µl de la solución de CTC, sobre un 

portaobjetos de baja fluorescencia, a temperatura ambiente. Después de 15 segundos, se 

detuvo la reacción por el agregado de 5 µl de una solución de glutaraldehido 12,5% 

(v/v) preparada en Tris-HCl 2 M, pH 7,8. Las muestras así preparadas fueron cubiertas 

con un cubreobjetos de 24 x 48 mm y almacenadas en oscuridad a 4ºC. Para la 

evaluación de los patrones de CTC, las muestras fueron observadas dentro de las 24 

horas de haber sido preparadas en un microscopio de epifluorescencia Nikon Optiphot 

utilizando un filtro V-2A. Todas las muestras se procesaron por duplicado y se contaron 
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no menos de 150 espermatozoides por portaobjeto. No se observó fluorescencia cuando 

la CTC fue omitida de la preparación. 

 
7.2.4. Análisis de movilidad  
 

La movilidad fue evaluada utilizando el Sistema de Análisis Automatizado de 

Espermatozoides CellTrak/S 
TM

 (CASA) (Motion Analysis Co, Santa Rosa, CA, USA) 

calibrado para espermatozoides de carnero según se describe en el Capítulo I de la 

presente Tesis. 

 
7.2.5. Análisis estadístico 
 

Los datos fueron analizados utilizando ANOVA y un test de Dunnett a posteriori. 

Previamente, los datos fueron transformados utilizando una transformación angular 

(Steel y Torrie, 1981). 

 

 

7.3. RESULTADOS 
 

 

En semen fresco se encontraron 4 formas diferentes de la distribución de CTC en la 

cabeza del espermatozoide de carnero (Formas I a IV). Estas formas se presentan en la 

Figura 1. 

La Forma I presenta una distribución homogénea de la fluorescencia en toda la cabeza, 

con una banda más brillante en la región ecuatorial (Figura 1A). En la Forma II, se 

encontró fluorescencia uniforme, pero un poco menor que en la Forma I, y no aparece la 

banda ecuatorial presente en la Forma I (Figura 1B). La Forma III se caracteriza por 

presentar fluorescencia en la porción anterior de la cabeza y no presentar fluorescencia 

en la región postacrosomal (Figura 1C). La Forma IV carece de fluorescencia en la 

cabeza (Figura 1D). Estas 4 formas constituyen más del 95% de las formas encontradas 

en el semen eyaculado (fresco). Una forma menor, ya que se encontró sólo 

ocasionalmente, es aquella que presenta fluorescencia restringida a la región 

postacrosomal. 

La identificación de las Formas I a IV en 20 muestras de semen fresco con alta 

movilidad de espermatozoides, indicó que la Forma I es la más importante (78 ± 2 %), 

mientras que las Formas II y III fueron escasas (13 ± 1 % y 5 ± 1 % respectivamente). 
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La Forma IV no se encontró en este tipo de semen, o aparece sólo ocasionalmente en el 

eyaculado (menos del 1 %). 

Tanto la capacitación in vitro como la inducción de la exocitosis acrosomal se llevaron 

adelante para poder asignar a cada forma de CTC un estadio específico. El efecto de la 

capacitación in vitro sobre la distribución del patrón de CTC se presenta en la Tabla I. 

 

  Control Lavado Incubado 2 horas 

Formas I (%)  77 ± 3 10 ± 2* 0*  

Formas II (%)  15 ± 3 33 ± 6* 25 ± 2 

Formas III (%)  7 ± 3 55 ± 6* 68 ± 3* 

Formas IV (%) 1 ± 1 2 ± 1 7 ± 3* 

Tabla I. Porcentaje de Formas I, II, III y IV de unión de CTC en espermatozoides de 

carnero inmediatamente después de la eyaculación (control), después del lavado en PBS 

con una alta concentración de BSA, y después de una incubación en condiciones 

capacitantes en medio SOF-m con 20% de suero de oveja en estro inactivado por calor. 

N= 10 * P<0,01 vs control 

 

Se puede ver que la dilución, el lavado en PBS conteniendo BSA y la resuspensión en 

SOF-m producen un descenso significativo en las Formas I y un aumento significativo 

en las Formas II y III. El efecto aumentó por una incubación posterior durante 2 horas 

en medio SOF-m con 20% de suero de oveja en estro inactivado por calor. Un 7% de los 

espermatozoides mostró Formas IV después del lavado y la incubación por 2 horas 

(siendo esto último considerado como las condiciones standard de una capacitación). 

La evaluación del estado acrosomal por DIC luego de la capacitación in vitro mostró 

que un 5% de los espermatozoides habían sufrido reacción acrosómica y un 60% habían 

experimentado algún grado de modificación o alteración del acrosoma. Con el objeto de 

determinar la ocurrencia de reacción acrosómica dentro de cada forma, se evaluaron los 

patrones de CTC y el estado acrosomal en los mismos espermatozoides de muestras 

capacitadas. Los resultados se presentan en la Tabla II. 

 

 

 

 

 

 



 100 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Patrones de fluorescencia de clortetraciclina (CTC) en espermatozoides de 

carnero. a) Forma I, fluorescencia en toda la cabeza, con una banda ecuatorial brillante; 

b) Forma II, fluorescencia uniforme en toda la cabeza pero sin banda ecuatorial; c) 

Forma III, fluorescencia en la parte anterior de la cabeza y d) Forma IV, sin 

fluorescencia en la cabeza. En todos los casos se observa tinción en parte del flagelo.  
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 Intactos (%) Intermedios (%) Reaccionados (%) 

Formas II 86 ± 14 14 ± 11 0 

Formas III 16 ± 8 77 ± 11 7 ± 4 

Tabla II. Estado acrosomal de los espermatozoides que presentaban un patrón de CTC 

en Formas II y III, en espermatozoides de carnero capacitados in vitro. El estado 

acrosomal fue evaluado por microscopía DIC como se indica en Materiales y Métodos. 

Los valores representan el porcentaje de espermatozoides con acrosomas intactos, 

modificados y reaccionados en cada forma de CTC. N= 5 

 

Debido a que las Formas II y III constituyen el 99% de todas las células, sólo se 

presentan los resultados del estado acrosomal de estas formas. Es evidente que las 

Formas II están asociadas mayoritariamente con acrosomas intactos, aunque aparecen 

algunas formas con alteraciones tempranas en el acrosoma (formas intermedias). En 

contraste, la mayoría de los espermatozoides en Forma III (77%) muestran formas 

intermedias de pérdida del acrosoma. 

La incubación de los espermatozoides con el ionóforo de calcio A23187 durante 60 

minutos resultó en un 56% de los espermatozoides presentando Formas IV (Tabla III).  

 

 Control A23187 30' A23187 60' 

Formas I (%) 77 ± 5 3 ± 1* 0* 

Formas II (%) 19 ± 3 33 ± 2* 2 ± 1* 

Formas III (%) 3 ± 3 58 ± 2* 42 ± 2* 

Formas IV (%) 1 ± 1 6 ± 2* 56 ± 3* 

Tabla III. Porcentaje de Formas I, II, III y IV de unión de CTC en espermatozoides de 

carnero inmediatamente después de la eyaculación (control) y después de la incubación 

con ionóforo A23187 durante 30 o 60 minutos. N= 5 * P<0,01 vs control 

 

Esta forma, que fue la única que se acumuló durante la incubación, representa el estadio 

final del proceso, que es, el espermatozoide totalmente reaccionado. Las Formas I 

decaen abruptamente a los 30 minutos de incubación, y no se encuentran después de los 

60 minutos. En contraste, las Formas II y III aumentan a los 30 minutos, pero 

disminuyen más tarde, sugiriendo que ambas formas representan estadios intermedios 
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anteriores a la exocitosis acrosomal. La incubación durante 60 minutos con DMSO sólo 

produjo un cambio no significativo en los patrones de CTC. 

La inducción de la exocitosis acrosomal por el uso de A23187 fue confirmada por el uso 

de microscopía de contraste por interferencia diferencial. Un 56% de los 

espermatozoides mostraron una pérdida acrosomal completa, mientras que un 34% 

presentaron estados intermedios. El análisis del estado acrosomal en espermatozoides de 

formas individuales de CTC reveló que todos los espermatozoides que estaban en 

Forma II después de la incubación tenían sus acrosomas intactos. Los estadios 

intermedios fueron predominantes (76%) en espermatozoides con Formas III, mientras 

que la mayoría (92%) de los espermatozoides en Forma IV habían sufrido una 

exocitosis acrosomal completa (Tabla IV). 

 

 Intactos (%) Intermedios (%) Reaccionados (%) 

Formas II 100 ± 0 0 0 

Formas III 11 ± 3 76 ± 7 13 ± 6 

Formas IV 6 ± 1 2 ± 2 92 ± 1 

Tabla IV. Estado acrosomal de espermatozoides que presentan Formas II, III y IV de 

unión de CTC en espermatozoides de carnero incubados con ionóforo A23187 durante  

60 minutos. El estado acrosomal fue evaluado por microscopía DIC como se indica en 

Materiales y Métodos. Los valores representan el porcentaje de espermatozoides con 

acrosomas intactos, modificados y perdidos en cada forma de CTC. N= 5. No se 

encontraron Formas I en ninguna de las muestras. 

 

 

7.4. DISCUSION 
 

 

Estos resultados demuestran que el patrón de marcación de CTC puede ser utilizado 

para monitorear los cambios en los espermatozoides de carnero durante la capacitación 

y la exocitosis acrosomal. 

Tres de las formas encontradas son equivalentes a aquellas encontradas en otras 

especies (Ward y Storey, 1984; Lee y col., 1987; Varner y col., 1987; Kholkute y col., 

1990; Kaul y col., 1997; Hewitt y England, 1998; Kaneto y col., 2002). La Forma I es 

citada en la bibliografía como "fresco temprano" (early fresh), EF o F por algunos 

autores; la Forma III es citada como "oscura posterior" (dark posterior), DP o B; y la 
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Forma IV es citada como "acrosoma reaccionado" (acrosome reacted) o AR. La Forma 

II parece ser única para espermatozoides de carnero. La forma I es la más abundante en 

el semen inmediatamente después de la eyaculación, y disminuye durante la 

capacitación y la reacción acrosómica, sugiriendo fuertemente que esta forma representa 

el estado no capacitado. La Forma IV se incrementa masivamente después de la 

inducción de la exocitosis acrosomal, de modo que representa el estado del 

espermatozoide con acrosoma reaccionado. Las Formas II y III muestran un incremento 

temprano y transitorio durante la incubación con ionóforo, sugiriendo que representan 

formas intermedias. Los resultados mostrados en la Tabla I indican que durante la 

capacitación, las Formas II aumentan mientras que las Formas III se acumulan. Así, las 

Formas II representarían un estadio más temprano de la capacitación que las Formas III. 

Entonces, se puede decir que la aparición de diferentes patrones de capacitación y de la 

reacción acrosómica sigue la secuencia temporal: I → II → III → IV. Esto está en total 

acuerdo con los resultados de microscopía de DIC (Tablas II y IV): durante la 

capacitación, la mayoría de los espermatozoides en Forma II muestran acrosomas 

intactos, mientras que los espermatozoides en Forma III presentan estadios 

intermediarios de pérdida acrosomal. Además, la alteración en las estructuras de 

membrana parecerían empezar en la Forma III. La reacción acrosómica completa es 

muy poco frecuente en esta Forma. Es importante destacar que el porcentaje de estadios 

intermediarios en espermatozoides en Forma III es igual en espermatozoides 

capacitados y los reaccionados por ionóforo (77 ± 11 y 76 ± 7, Tablas II y IV). En 

contraste, el 92% de los espermatozoides en Forma IV, después del tratamiento con 

A23187, presentaron una exocitosis acrosomal completa. De todos modos, es 

importante detacar que después de la capacitación o el tratamiento con A23187, algunos 

espermatozoides que permanecieron en Forma III se encuentran reaccionados según 

DIC (Tablas II y IV), lo que lleva a pensar que los espermatozoides en Forma III están 

listos para sufrir reacción acrosómica, mientras que los que están en Forma IV sólo 

aparecen después de una exocitosis completa. En nuestro caso, la Forma IV es 

semejante a la descripta para espermatozoides equinos por Varner y col. (1987) y no a la 

descripta por Arns y col. (1991) para esa misma especie. 

Los lavados reiterados del semen en PBS-BSA y posterior resuspensión en SOF-m, un 

procedimiento utilizado para la capacitación y la fecundación in vitro, lleva a una gran 

disminución de Formas I y un aumento de Formas II y III (ver Tabla I), sugiriendo que 
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la capacitación comienza durante estos pasos. Estos resultados coinciden con lo 

observado por Maxwell y Johnson (1997) en espermatozoides de cerdo. Además, esto 

está de acuerdo con la hipótesis que postula que los lavados remueven los componentes 

decapacitantes presentes en la membrana plasmática (Johnson, 1975; O'Rand, 1979; 

Fraser, 1982). Alternativamente, los lavados repetidos podrían alterar la distribución de 

calcio en la membrana plasmática de un modo no necesariamente relacionado con la 

capacitación. Sin embargo, este no parecería ser el caso en vista de los cambios 

específicos producidos en dicha región observables durante el lavado, coincidente con 

aquellos que tienen lugar durante la capacitación. 

Otro elemento destacable es que hemos observado que la presencia de calcio durante el 

ensayo de CTC es un factor crítico para la aparición de las distintas formas de unión de 

CTC. La remoción del calcio o el agregado de agentes quelantes resultan en una 

desaparición completa del patrón de unión de CTC (datos no presentados). Esto es 

importante para la puesta a punto de las condiciones del ensayo. En este sentido, y para 

tal propósito, en todas las instancias, las muestras deben ser rápidamente lavadas y 

resuspendidas en PBS previamente al ensayo. Teniendo esto en cuenta, los cambios 

observados en este estudio son debido a la capacitación de los espermatozoides y no 

debidos a artefactos de técnica. 

 

En conclusión, se ha puesto a punto el ensayo de CTC y validado para espermatozoides 

de carnero. De esta manera, se puede monitorear efectivamente la capacitación in vitro 

y la reacción acrosómica. Esta técnica se utilizará para las evaluaciones de capacitación 

de espermatozoides en los restantes capítulos de esta Tesis. 
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8. CAPITULO V: Efecto del ácido gama-aminobutírico en la 

capacitación in vitro de espermatozoides de carnero. 

 

8.1. INTRODUCCION 
 
 
La identificación en los fluídos del tracto femenino del factor o los factores que regulan 

la capacitación de los espermatozoides podrían ayudar en el diseño de un medio 

químicamente definido para ser utilizado en la fecundación in vitro y otras técnicas 

relacionadas. Entre estos factores, el GABA ha sido recientemente propuesto como un 

posible modulador de la función espermática. 

Por otra parte, tal como se ha señalado en la Introducción de esta tesis, distintas 

evidencias indican que la fosforilación de proteínas participa en el control de la función 

espermática durante la capacitación, la reacción acrosómica y la fecundación (Tesarik y 

col., 1993b; Burks y col., 1995; Visconti y col, 1995a,b; Tomes y col., 1996, 1998; 

Brewis y col., 1998; Flesch y col., 1999; Naz y Rajesh, 2004 y citas mencionadas en la 

Introducción de la presente Tesis). Esto nos indujo a explorar la posibilidad de 

evidenciar un efecto del GABA sobre este parámetro como un indicador adicional de la 

capacitación. 

En este capítulo, se presenta el efecto capacitante in vitro del GABA en 

espermatozoides de carnero de acuerdo al ensayo de clortetraciclina (CTC) puesto a 

punto como se indica en el Capítulo IV de esta Tesis, y a través de la fosforilación en 

residuos tirosina. Para ello, en una serie de ensayos se determinó el patrón de marcación 

en espermatozoides de carnero por inmunofluorescencia indirecta con el uso de un 

anticuerpo antifosfotirosina en muestras no capacitadas y capacitadas. Además, en este 

capítulo, se demuestra que este efecto del GABA es mediado por su interacción con un 

receptor de tipo GABAA. 
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8.2 METODOS 
 

 

8.2.1 Incubación de espermatozoides 
 

Se utilizó la metodología descripta en Materiales y Métodos Generales con algunas 

modificaciones. Alícuotas de semen (100 µl) fueron lavados en 4 ml de medio Biggers, 

Whitten y Wittingham (BWW) (Biggers y col., 1971) sin BSA o suero, suplementado 

con Hepes 10 µM y ajustado a un pH de 7,4 con NaOH 0,1 N, en atmósfera de 5% de 

CO2. Este medio será referido de ahora en adelante como BWW modificado (BWW-m). 

Las suspensiones espermáticas fueron centrifugadas a 500x g durante 10 minutos en 

tubos cónicos de 15 ml a temperatura ambiente. El precipitado fue resuspendido en 

BWW-m hasta llevarlo a una concentración de 10
8
 espermatozoides/ml. Alícuotas (500 

µl) de esta suspensión fueron mezcladas en viales plásticos de 1 ml con un volumen 

igual de BWW-m solo (control) o con BWW-m conteniendo GABA, agonistas de 

GABA, o antagonistas de GABA hasta una concentración específica en cada ensayo. 

Las muestras fueron incubadas a 38,5ºC en placas multiviales, bajo atmósfera 

humidificada de 5% de CO2 en aire. A intervalos de una hora, durante un período de 4 

horas, se tomaron alícuotas de cada muestra y se determinó el grado de capacitación por 

el ensayo de CTC o fueron incubadas con ionóforo de calcio A23187 para la inducción 

de la reacción acrosómica. Como control, todas las muestras fueron analizadas por el 

método de CTC después del lavado pero sin incubación. 

 

8.2.2 Análisis de movilidad y viabilidad espermática 
 

La movilidad de los espermatozoides fue monitoreada antes y después de las 

incubaciones por medio del Sistema de Análisis Automatizado de Espermatozoides 

CellTrak/S 
TM

 según la calibración puesta a punto para semen de carnero (Capítulo I de 

esta Tesis).  

Se determinó la viabilidad por el método de CFDA/PI según se describe en Capítulo II 

de esta Tesis. 

 

8.2.3. Inducción de la exocitosis acrosomal por el ionóforo de calcio A23187 
 

Alícuotas de suspensiones de semen (450 µl) incubadas como se describió 

anteriormente, fueron transferidas a viales plásticos de 1 ml que contenían 50 µl de 
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ionóforo A23187 50 µM en BWW-m, preparado a partir de una solución madre 5 mM 

en DMSO, hasta obtener una concentración final de A23187 5 µM. Las muestras fueron 

incubadas durante 15 minutos en ionóforo e inmediatamente procesadas para la 

evaluación de la integridad acrosomal después de la tinción con la lectina Pisum 

sativum (PSA). La integridad acrosomal fue confirmada por el uso de microscopio de 

contraste de interferencia diferencial (DIC) (Watson y col., 1991). 

Las categorías establecidas para el análisis de la integridad acrosomal son las expuestas 

en el Capítulo III de esta Tesis. Se observaron al menos 200 espermatozoides por 

muestra, por duplicado. 

 

8.2.4. Ensayo de CTC 
 

Tanto la técnica utilizada como los patrones de CTC encontrados en espermatozoides de 

carnero se encuentran descriptos en el Capítulo IV de esta Tesis. No se observó 

fluorescencia cuando la CTC fue omitida de la preparación. 

 

8.2.5. Determinación del patrón de unión de lectina PSA 
 

Se utilizó una modificación del procedimiento descripto por Cross y col. (1986). Las 

suspensiones de espermatozoides fueron centrifugadas a 2000x g durante 90 segundos 

en una Microcentrífiga Eppendorf Modelo 5414 (Hamburgo, Alemania) y el precipitado 

resultante fue resuspendido y fijado en etanol 95% a 4ºC durante 5 minutos. Las 

suspensiones fueron centrifugadas, lavadas en 1 ml de PBS a temperatura ambiente y 

resuspendidas en 90 µl de PBS. La marcación se realizó por el agregado de 10 µl de una 

solución que contenía 100 µg/ml de la lectinas PSA en PBS. La solución fue incubada 

en baño térmico a 37ºC y en oscuridad durante 12 minutos. Luego se lavó por 

centifugación con 1 ml de PBS para extraer el exceso de lectina, y el precipitado se 

resuspendió en 50 µl de una solución de montaje consistente en 90% (v/v) de glicerol en 

PBS. Se tomó una alícuota de esta suspensión y se montó en portaobjetos de baja 

fluorescencia, se cubrió con cubreobjeto y se observaron al menos 150 espermatozoides 

por portaobjeto, por duplicado, en un microscopio Nikon Optiphot de epifluorescencia, 

utilizando el filtro B-2A. Los espermatozoides con pérdida parcial o total del acrosoma 

fueron considerados con exocitosis acrosomal. 
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8.2.6. Determinación del grado de fosforilación por inmunofluorescencia indirecta 
 
Se lavaron alícuotas de 10 µl de semen en 1 ml de PBS y se fijaron con formaldehido 

3%-glutaraldehido 0,1% durante 2 horas a temperatura ambiente. Después del lavado en 

PBS, los espermatozoides fueron permeabilizados por un tratamiento con Triton X-100 

0,1% en PBS durante 10 minutos a 37ºC, y luego lavados en PBS. Para bloquear sitios 

no específicos, las muestras fueron incubadas durante 1 hora en 10% de suero de 

caballo y lavados en PBS. El precipitado fue incubado con el anticuerpo monoclonal 

antifosfotirosina de ratón PY-20 durante 3 horas a temperatura ambiente. Después del 

lavado en PBS, las muestras fueron incubadas durante 1 horas a temperatura ambiente 

con anticuerpo anti-IgG conjugado con FITC (10 µg/ml) en PBS conteniendo 3 mg/ml 

BSA, y luego lavado en PBS. Después de la resuspensión en glicerol 90% en PBS, las 

muestras fueron montadas en portaobjetos y observadas en el microscopio de 

epifluorescencia Nikon Optiphot utilizando un filtro B-2A. 

 

Los controles incluyeron incubaciones sin el anticuerpo primario o secundario. En 

ninguno de los casos se observó fluorescencia. 

 

8.2.7. Análisis estadísticos 
 

Los datos fueron analizados utilizando ANOVA y un test de múltiples comparaciones 

Tukey-Kramer a posteriori. Previamente, los datos fueron transformados utilizando una 

transformación angular (Steel y Torrie, 1981). 

 

8.3. RESULTADOS 
 

 

En un primer ensayo se determinó el efecto del GABA en una concentración 20 µM 

sobre la capacitación de espermatozoides de carnero en función del tiempo (hasta 4 

horas de incubación). En forma paralela, se utilizó un control positivo de la capacitación 

consistente en la incubación en BWW-m con el agregado de 4 mg/ml de BSA. Los 

resultados, que se presentan en la Tabla I, demuestran un efecto del GABA en la 

capacitación de espermatozoides (medido a través del incremento de formas III de CTC) 

que se pone de manifiesto a partir de las 2 horas de incubación de los mismos y se 

mantiene constante hasta las 4 horas de incubación. 

En ningún caso se observó fluorescencia cuando la CTC fue omitida de la preparación. 
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Por otra parte, el control utilizado (BWW-m) demostró ser un medio efectivamente no 

capacitante (no hay diferencias significativas entre el Control a tiempo 0 y el control a 4 

horas). 

 

Tabla I. Efecto del GABA (20 µM) sobre la capacitación de espermatozoides de carnero en función del 

tiempo. 

 Tiempo 

(h) 

Forma I 

(%) 

Forma II 

 (%) 

Forma III 

 (%) 

Forma IV  

(%) 

Viables 

(%) 

Móviles 

(%) 

0 85 ± 1 10 ± 2 4 ± 2 0 ± 0 71 ± 6 72 ± 3 

1 82 ± 3 12 ± 2 5 ± 1 1 ± 1   

2 80 ± 8 10 ± 7 9 ± 5 1 ± 1   

3 76 ± 5 15 ± 6 7 ± 3 2 ± 1   

BWW-m 

4 72 ± 5 19 ± 4 8 ± 3 1 ± 1 64 ± 6 64 ± 4 

1 29 ± 3 58 ± 6 13 ± 4 1 ± 1   

2 12 ± 1 65 ± 3 22 ± 3** 1 ± 1   

3 9 ± 2 60 ± 4 29 ± 3** 3 ± 1   

BWW-m 

+ BSA 

4 5 ± 1 59 ± 2 33 ± 3** 3 ± 1 64 ± 5 60 ± 6 

1 84 ± 4 12 ± 4 4 ± 2 0 ± 0   

2 74 ± 8 10 ± 8 14 ± 1* 2 ± 1   

3 68 ± 5 14 ± 4 15 ± 2** 3 ± 1   

BWW-m 

+GABA 

4 54 ± 2 25 ± 2 18 ± 2** 3 ± 1 63 ± 6 62 ± 5 

Los espermatozoides fueron incubados en medio m-BWW sólo o conteniendo BSA (4 mg/ml) ó GABA 

20 µM. La capacitación fue evaluada por el porcentaje de Formas I a IV del patrón de marcación de CTC 

entre 1 y 4 horas de incubación. Los resultados se expresan como Media ± D.S. para cinco eyaculados 

diferentes. * P<0,05 ; **P<0,01 vs sus respectivos controles para cada tiempo de incubación. 

 

A partir de estos resultados se decidió adoptar para los posteriores estudios analizar el 

efecto de los distintos compuestos a las 4 horas de incubación. 

 

En una segunda serie de ensayos se determinó el efecto de distintas concentraciones de 

GABA en la capacitación de espermatozoides de carnero medidos a tiempo fijo (4 

horas). Los resultados se presentan en la Tabla II. 
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Tabla II. Efecto del GABA a distintas concentraciones sobre la capacitación en espermatozoides de 

carnero incubado durante 4 horas. 

 Forma I 

(%) 

Forma II 

(%) 

Forma III 

(%) 

Forma IV 

(%) 

Viables 

(%) 

Móviles 

(%) 

No incubados 77 ± 3
a
 13 ± 2

 a
  9 ± 2

a
 1 ± 1 68 ± 5 69 ± 6 

Control 72 ± 5
a
 20 ± 3

ab
 7 ± 2

a
 1 ± 1 64 ± 6 67 ± 6 

GABA, 1 µM 57 ± 2
b
 26 ± 3

b
 15 ± 2

b
 2 ± 1 63 ± 7 66 ± 7 

GABA, 5 µM 54 ± 1
bc

 20 ± 2
ab

 24 ± 3
c
 2 ± 1 64 ± 7 65 ± 7 

GABA, 20 µM 48 ± 1
c
 24 ± 2

b
 26 ± 3

c
 2 ± 1 63 ± 6 63 ± 8 

GABA, 50 µM 48 ± 1
c
 25 ± 2

b
 24 ± 3

c
 3 ± 1 61 ± 8 64 ± 7 

Los espermatozoides fueron incubados en medio BWW-m solo o conteniendo GABA a las 

concentraciones indicadas. La capacitación fue evaluada por el porcentaje de Formas I a IV del patrón de 

marcación de CTC. “No incubados” se refiere a muestras lavadas sin incubación, mientras que “control” 

se refiere a muestras lavadas e incubadas en BWW-m, en ausencia de GABA. Los resultados se expresan 

como Media ± D.S. para cinco eyaculados diferentes. Los valores con diferentes superíndices dentro de 

cada columna difieren significativamente (p < 0,05). 

 

Del análisis de la Tabla II se concluye que la incubación en condiciones control no 

indujo la capacitación de los espermatozoides (compárese No incubados vs Control) y 

que la acción del GABA aumentó el porcentaje de formas III de una manera 

concentración-dependiente. Además, este efecto fue estadísticamente significativo a una 

concentración de 1 µM y máximo a partir de 5 µM. 

Esta es la evidencia más directa de la acción del GABA sobre la capacitación. No 

obstante, para reforzar esta idea recurrimos al ensayo de inducción de la reacción 

acrosómica. Este se basa en evidencias, halladas en otras especies, que sugieren que en 

espermatozoides capacitados, la reacción acrosómica ocurre más rápidamente que en los 

no capacitados; por lo tanto, la determinación de esta velocidad da una idea adicional 

del estado de la capacitación. Como se observa en la Figura 1, cuando los 

espermatozoides previamente incubados con GABA durante 4 horas son tratados con 

ionóforo A23187 durante 15 minutos, se observa un mayor porcentaje de 

espermatozoides con exocitosis acrosomal a concentraciones crecientes de GABA. Así, 

existen diferencias significativas en los porcentajes de espermatozoides reaccionados 

cuando las muestras fueron incubadas con concentraciones 20 µM y 50 µM de GABA. 
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Figura 1. Efecto de la incubación de espermatozoides en presencia de GABA sobre el porcentaje de 

espermatozoides con reacción acrosómica luego de la inducción por A23187. GABA 1 a GABA 50: 

GABA de 1 a 50 µM. Las barras representan la Media ± D.S. para cinco eyaculados. * P<0,05 ; 

**P<0,001 vs Control. 

 

Con el objeto de determinar si el efecto observado es mediado por la unión del GABA a 

un receptor, se realizaron experimentos utilizando agonistas tanto del receptor GABAA 

como del receptor GABAB. Se utilizaron dos concentraciones diferentes (1 µM y 

10 µM) de muscimol (agonista del receptor GABAA) y de baclofen (agonista del 

receptor GABAB). La capacitación se determinó por el ensayo de CTC luego de 4 horas 

de incubación y también se determinó la viabilidad y movilidad de las muestras luego 

de la incubación para descartar un efecto tóxico de estos compuestos sobre los 

espermatozoides a las concentraciones utilizadas. Los resultados se presentan en la 

Tabla III. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  * 
   ** 
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Tabla III. Efecto del muscimol y baclofen sobre los estadios de capacitación de espermatozoides de 

carnero. 

 Forma I 

(%) 

Forma II 

(%) 

Forma III 

(%) 

Forma IV 

(%) 

Viables 

(%) 

Móviles 

(%) 

Control 78 ± 1 13 ± 2 8 ± 1 1 ± 1 68 ± 5 67 ± 5 

GABA, 20 µM 64 ± 5
c
 17 ± 2 13 ± 4

a
 6 ± 3

a
 66 ± 6 66 ± 6 

Muscimol, 1 µM 64 ± 6
c
 19 ± 5 11 ± 2 6 ± 1

b
 65 ± 7 64 ± 8 

Muscimol, 10 µM 61 ± 4
c
 17 ± 6 15 ± 3

c
 7 ± 3

b
 65 ± 5 64 ± 5 

Baclofen, 1 µM 79 ± 3 14 ± 2 6 ± 1 1 ± 1 65 ± 6 65 ± 6 

Baclofen, 10 µM 76 ± 4 14 ± 3 8 ± 2 2 ± 1 64 ± 7 63 ± 8 

Los espermatozoides fueron incubados en medio BWW-m solo (Control) o conteniendo GABA o uno de 

los agonistas indicados. La capacitación fue evaluada por el porcentaje de Formas I a IV del patrón de 

marcación de CTC. Los resultados se expresan como Media ± D.S. para cinco eyaculados diferentes. 
a
 p < 

0,05; 
b
  p < 0,01; 

c
  p < 0,001 vs control. 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos, el uso de muscimol a una concentración 

10 µM tuvo un efecto capacitante similar al producido por el GABA a una 

concentración 20 µM. En contraste, el baclofen a la misma concentración no fue 

efectivo para imitar el efecto del GABA en la capacitación. Adicionalmente, no hubo 

efecto tóxico al estudiar las dos concentraciones de agonistas utilizadas. 

Al analizar el efecto de los agonistas sobre la reacción acrosómica (Figura 2), vemos 

que el muscimol en las dos concentraciones utilizadas (1 y 10 µM ) tuvo un efecto 

semejante al producido por el GABA 20 µM, mientras que el baclofen no produjo 

efecto alguno sobre el porcentaje de espermatozoides reaccionados. 
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Figura 2. Efecto del muscimol y baclofen sobre la reacción acrosómica de espermatozoides de carnero. 

Los espermatozoides fueron incubados durante 4 horas en medio BWW-m solo (Control) o conteniendo 

GABA o uno de los agonistas indicados y posteriormente incubados en A23187 5µM durante 15 minutos. 

GABA 20: GABA 20 µM; M 1 y 10: Muscimol 1 y 10 µM; BA1 y 10: Baclofen 1 y 10 µM. Las barras 

representan la Media ± D.S. para ocho eyaculados diferentes. * P<0,05 ; **P<0,001 vs Control. 

 

Estos resultados sugieren que el receptor involucrado en el efecto del GABA sobre la 

capacitación de los espermatozoides de carnero sería un receptor de tipo GABAA. Para 

confirmar esta hipótesis, se realizaron estudios de farmacología del receptor GABAA. 

En el primero de estos estudios, se analizó el bloqueo de la acción del GABA por 

incubación con antagonistas específicos del receptor GABAA (bicuculina y picrotoxina). 

Como se observa en la Tabla IV, la coincubación de espermatozoides con GABA y 

bicuculina o picrotoxina anuló completamente el efecto previamente observado. 

Además, ninguna de las drogas tuvo algún efecto per se, indicando que esta inhibición 

no obedece a una acción tóxica o colateral, sino a un efectivo bloqueo de la acción 

gabaérgica. En forma análoga a lo hallado en los experimentos anteriores, el bloqueo de 

la acción del GABA por bicuculina y picrotoxina también se refleja en la inducibilidad 

de la reación acrosómica por A23187 (Figura 3). 

 

 

   * 
   ** 

   * 
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Tabla IV. Efecto del GABA y antagonistas del receptor GABAA sobre los estadios de capacitación del 

espermatozoide de carnero. 

 Forma I 

(%) 

Forma II 

(%) 

Forma III 

(%) 

Forma IV 

(%) 

Viables 

(%) 

Móviles 

(%) 

Control 74 ± 5 17 ± 6 7 ± 3 2 ± 1 69 ± 6 68 ± 5 

GABA 20 µM 61 ± 1
b
 26 ± 3 12 ± 3

a
 1 ± 1 65 ± 6 66 ± 6 

G + B 71 ± 3 22 ± 3 6 ± 1 1 ± 1 63 ± 7 64 ± 7 

G + P 72 ± 4 19 ± 3 7 ± 1 2 ± 1 65 ± 5 64 ± 5 

Bicuculina 1 µM 71 ± 7 21 ± 8 7 ± 2 1 ± 1 64 ± 6 66 ± 6 

Picrotoxina 1 µM 70 ± 4 21 ± 5 7 ± 2 1 ± 1 64 ± 7 66 ± 6 

Los espermatozoides fueron incubados durante 4 horas en medio BWW-m solo (Control) o conteniendo 

20 µM GABA (G), 1 µM bicuculina (B), 1 µM picrotoxina (P) o una combinación de GABA y uno de los 

antagonistas de GABA. La capacitación fue evaluada por el porcentaje de Formas I a IV del patrón de 

marcación de CTC. Los resultados se expresan como Media ± D.S. para seis eyaculados diferentes. 
a
 p < 

0,05; b p < 0,001 vs control. 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

Control GABA 20 G +B G + P B P

 %
 d

e
 e

s
p

e
rm

a
to

z
o

id
e

s
 

re
a

c
c

io
n

a
d

o
s

 
Figura 3. Efecto de los antagonistas bicuculina y picrotoxina sobre la reacción acrosómica de 

espermatozoides de carnero. Los espermatozoides fueron incubados durante 4 horas en medio BWW-m 

solo (Control), conteniendo GABA, uno de los antagonistas, o las combinaciones indicados, y 

posteriormente incubados en A23187 5µM durante 15 minutos. GABA 20: GABA 20 µM; B: bicuculina 

1 µM; P: picrotoxina 1 µM. Las barras representan la Media ± D.S. para nueve eyaculados diferentes. 

**P<0,001 vs Control. 

   ** 
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Una tercera evidencia de la acción del GABA sobre la capacitación se obtuvo por 

incubación con el compuesto alopregnanolona. Este compuesto es un derivado de la 

progesterona que se halla presente en forma natural, y que potencia el efecto del GABA 

(es decir, lo hace más efectivo a bajas concentraciones), sin ejercer efecto en ausencia 

de GABA. Para dilucidar si este mecanismo opera en el espermatozoide, se realizaron 

incubaciones en presencia de GABA 1 µM (es decir, una concentración que no alcanza 

a ser efectiva) junto a alopregnanolona. Como se observa en la Tabla V, esta baja 

concentración de GABA no fue efectiva para capacitar espermatozoides. En cambio, 

cuando el GABA 1 µM se asoció a la alopregnanolona, se observó un claro efecto 

capacitante, indicativo de la acción potenciadora de este compuesto. El mismo efecto se 

observó cuando se estudió la reacción acrosómica (Figura 4). 

 

 

 
Tabla V. Efecto del GABA y/o alopregnanolona sobre los estadios de capacitación de espermatozoides de 

carnero. 

 Forma I 

(%) 

Forma II 

(%) 

Forma III 

(%) 

Forma IV 

(%) 

Viables 

(%) 

Móviles 

(%) 

Control 82 ± 4 11 ± 4  6 ± 1 1 ± 1 63 ± 7 64 ± 8 

GABA 1 µM 79 ± 8 15 ± 7  5 ± 2 1 ± 1 63 ± 6 65 ± 6 

Alo 1 µM  81 ± 5 12 ± 4  6 ± 2 1 ± 1 63 ± 7 63 ± 5 

GABA + Alo   69 ± 5
a
 16 ± 4  12 ± 3

b
 3 ± 2 64 ± 5 62 ± 5 

GABA 20 µM   65 ± 12
b
 22 ± 9

a
  11 ± 4

a
 2 ± 2 66 ± 6 66 ± 6 

Los espermatozoides fueron incubados en medio BWW-m solo (Control) o conteniendo GABA 1 o 20 

µM, alopregnanolona (Alo) 1 µM o en combinación de GABA 1 µM + Alo 1 µM. La capacitación fue 

evaluada por el porcentaje de Formas I a IV del patrón de marcación de CTC. Los resultados se expresan 

como Media ± D.S. para ocho eyaculados diferentes. 
a
 p < 0,01; 

b
 p < 0,001 vs control. 

 

 

 

 

 

 

 



 116 

0

5

10

15

20

25

30

35

Control GABA 1 Alo G1 + Alo GABA 20

 %
d

e
 e

s
p

e
rm

a
to

z
o

id
e

s
 

re
a

c
c

io
n

a
d

o
s

 
Figura 4. Efecto potenciador de la alopregnanolona sobre la reacción acrosómica de espermatozoides de 

carnero. Los espermatozoides fueron incubados durante 4 horas en medio BWW-m solo (Control), 

conteniendo GABA 1 µM o 20 µM, alopregnanolona (Alo), o una combinación GABA 1 µM + Alo 1 

µM, y posteriormente incubados en A23187 5µM durante 15 minutos. GABA1: GABA 1 µM; GABA20: 

GABA 20 µM; Alo: alopregnanolona 1 µM; G1 + Alo: GABA 1 µM + alopregnanolona 1µM. Las barras 

representan la Media ± D.S. para ocho eyaculados diferentes. *P<0,05, **P<0,001 vs Control 

 

Una cuarta evidencia de la acción del GABA sobre la capacitación se obtuvo por 

incubación con dehidroepiandrosterona sulfato (DHEAS). La DHEAS es un 

neurotransmisor inhibitorio del GABA en el SNC. Se quiso saber si también inhibe la 

acción del GABA en el espermatozoide. Para ello, se realizó un ensayo en el que se usó 

como control la incubación en BWW-m. Al mismo tiempo se utilizaron 2 

concentraciones de DHEAS (1 y 10 µM) y se analizó el efecto inhibitorio sobre la 

incubación con GABA 20 µM. Adicionalmente se midió la viabilidad y motilidad de las 

muestras para descartar un efecto tóxico de estos compuestos. Los resultados se 

presentan en la Tabla VI. 

 

 

 

 

 

 

   * 
   ** 

   ** 
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Tabla VI. Efecto del GABA y DHEAS sobre los estadios de capacitación de espermatozoides de carnero. 

 Forma I 

(%) 

Forma II 

(%) 

Forma III 

(%) 

Forma IV 

(%) 

Viables 

(%) 

Móviles 

(%) 

Control 13 ± 5 69 ± 3 15 ± 4
a
 3 ± 1 60 ± 7 60 ± 6 

GABA 20 µM  5 ± 2 61 ± 5 30 ± 6 4 ± 1 58 ± 4 57 ± 5 

DHEAS 1 µM 8 ± 3 66 ± 7 23 ± 8 3 ± 2 56 ± 4 56 ± 5 

DHEAS 10 µM 6 ± 3 74 ± 7 18 ± 5
 a
 2 ± 1 56 ± 3 56 ± 5 

G + DHEAS 1 µM 7 ± 3 65 ± 12 25 ± 8 2 ± 2 55 ± 3 55 ± 7 

G + DHEAS 10 µM 4 ± 2 73 ± 6 21 ± 6
 b

 2 ± 1 54 ± 2 54 ± 4 

Los espermatozoides fueron incubados en medio BWW-m solo o conteniendo GABA 20 µM, 

dehidroepiandrosterona sulfato (DEHAS) 1 µM, DEHAS 10 µM, o dos combinaciones de GABA y 

DHEAS como se indica. La capacitación fue evaluada por el porcentaje de Formas I a IV del patrón de 

marcación de CTC. Los resultados se expresan como Media ± D.S. para doce eyaculados diferentes. 

a
 p < 0,001; 

b
 p < 0,05 vs GABA 20 µM. 

 

De los resultados obtenidos se desprende que el efecto capacitante del GABA 

previamente observado es inhibido por DHEAS a una concentración 10 µM. Dosis más 

bajas de DHEAS (1 µM) carecen de efecto inhibitorio. 

A fin de reforzar el concepto del papel del GABA en la capacitación, se realizaron 

experimentos análogos a los descriptos determinándose la fosforilación en residuos 

tirosina por inmunofluorescencia. Para ello fue necesario poner a punto esta técnica en 

espermatozoides de carnero ya que no había sido descripta previamente en esta especie. 

En una primera serie de ensayos se determinó el patrón de marcación indirecta con el 

anticuerpo antifosfotirosina tanto en espermatozoides no capacitados (incubados en 

BWW-m, control negativo), como en espermatozoides capacitados (en BWW-m 

conteniendo BSA 4 mg/ml). 

 

Los patrones de marcación encontrados fueron 4: 

 

Patrón I: Marcación ecuatorial + flagelo 

Patrón II: Marcación ecuatorial + acrosomal + flagelo 

Patrón III: Marcación postacrosomal + flagelo 

Patrón IV: Marcación completa de cabeza + flagelo 

En la Figura 5 se observan los patrones más abundantes (I y II). 

 

 



 118 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Patrones de marcación con el anticuerpo antifosfotirosina en espermatozoides 

de carnero. El patrón I presenta marca en el segmento ecuatorial y flagelo, y  

corresponde a espermatozoides no capacitados. El patrón II presenta marca en el 

segmento ecuatorial , acrosoma y flagelo, y corresponde a espermatozoides capacitados. 
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Los resultados obtenidos luego de la incubación fueron: 

 
Tabla VII. Aparición de formas III de CTC y patrones de marcación para el anticuerpo antifosfotirosina 

en un medio control (BWW-m) o conteniendo BSA (4 mg/ml). 

 Tiempo 

(h) 

Patrón I  

(%) 

Patrón II 

 (%) 

Patrón III 

 (%) 

Patrón IV  

(%) 

CTC 

Forma III (%) 

0 100 ± 0 0 ± 0
 
 0 ± 0 0 ± 0 4 ± 2 

1 99,7 ± 0,3 0,3 ± 0,3 0 ± 0 0 ± 0 5 ± 1 

2 99,5 ± 0,5 0,5 ± 0,5 0 ± 0 0 ± 0 8 ± 1 

3 99,7 ± 0,3 0,3 ± 0,3 0 ± 0 0 ± 0 8 ± 2 

BWW-m 

4 98,5 ± 1,4 1,6 ± 1,2 0 ± 0 0 ± 0 9 ± 2 

1 89,1 ± 1,3 10,8 ± 2,7** 0 ± 0 0 ± 0 13 ± 2* 

2 83,6 ±2,0* 16,3 ± 3,1** 0 ± 0 0,1 ± 0,1 22 ± 3** 

3 77,7 ± 2,1** 22,2 ± 3,1** 0,3 ± 0,3 0,1 ± 0,1 29 ± 3** 

BWW-m  

+ BSA 

4 75,1 ± 1,8** 24,6 ± 3,0** 0,3 ± 0,3 0 ± 0 33 ± 3** 

Los espermatozoides fueron incubados en medio BWW-m sólo o conteniendo BSA (4 mg/ml). La 

fosforilación en proteínas fue evaluada por el porcentaje de Formas I a IV del patrón de marcación para el 

anticuerpo antifosfotirosina entre 1 y 4 horas de incubación. La capacitación fue evaluada por el 

porcentaje de Formas III del patrón de marcación de CTC. Los resultados se expresan como Media ± D.S. 

para cinco eyaculados diferentes. * P<0,05, ** P<0,001 respecto a sus controles para un mismo tiempo de 

incubación. 

 

El análisis de la Tabla VII muestra que el Patrón I de marcación antifosfotirosina se 

corresponde con el patrón que presentan los espermatozoides para la fosforilación en 

tirosina en condiciones no capacitantes. El uso de un medio conteniendo BSA 

(condiciones capacitantes) puso de manifiesto el aumento del Patrón II de marcación, 

concordando con lo obtenido para las Formas III de capacitación por CTC. Esto sugiere 

que la aparición del Patrón II de marcación para antifosfotirosina (marcación ecuatorial 

+ acrosoma + flagelo) se corresponde con la capacitación de los espermatozoides. 

Los Patrones III y IV se presentaron esporádicamente con el uso de ambos medios y no 

representaron un porcentaje mayor al 1% de los espermatozoides marcados en ningún 

caso, por lo que consideramos despreciable su incidencia y no se considerarán en los 

futuros ensayos. 

Una vez determinado que el patrón II de fosforilación en tirosina es el que se 

corresponde con el estado capacitado determinado por CTC, se procedió a evaluar el 
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efecto del GABA sobre este parámetro. Para ello, se incubaron espermatozoides hasta 4 

horas en medio BWW-m solo (no capacitante) o conteniendo GABA 20 µM. Los 

resultados se muestran en la Tabla VIII. 

 
Tabla VIII. Aparición de formas III de CTC y patrones de marcación para el anticuerpo antifosfotirosina 

en un medio control (BWW-m) o conteniendo GABA 20 µM. 

 Tiempo 

(h) 

Patrón I  

(%) 

Patrón II 

 (%) 

Patrón III 

 (%) 

Patrón IV  

(%) 

CTC 

Forma III (%) 

0 100 ± 0 0 ± 0
 
 0 ± 0 0 ± 0 4 ± 2 

1 99,8 ± 0,3 0,2 ± 0,2 0 ± 0 0 ± 0 6 ± 1 

2 99,4 ± 0,5 0,6 ± 0,5 0 ± 0 0 ± 0 8 ± 1 

3 99,7 ± 0,3 0,3 ± 0,3 0 ± 0 0 ± 0 9 ± 2 

BWW-m 

4 97,9 ± 1,6 3,1 ± 1,8 0 ± 0 0 ± 0 8 ± 2 

1 100 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 4 ± 2 

2 97,2 ±1,2* 2,7 ± 1,0** 0 ± 0 0,1 ± 0,1 11 ± 2** 

3 95,2 ± 1,3** 4,6 ± 1,2** 0,3 ± 0,3 0,1 ± 0,1 15 ± 2** 

BWW-m  

+ GABA 

4 89,0 ± 3,1** 10,7 ± 3,0** 0,3 ± 0,3 0 ± 0 17 ± 2** 

Los espermatozoides fueron incubados en medio BWW-m sólo o conteniendo BSA (4 mg/ml). La 

fosforilación en proteínas fue evaluada por el porcentaje de Formas I a IV del patrón de marcación para el 

anticuerpo antifosfotirosina entre 1 y 4 horas de incubación. La capacitación fue evaluada por el 

porcentaje de Formas III del patrón de marcación de CTC. Los resultados se expresan como Media ± D.S. 

para cinco eyaculados diferentes. * P<0,05, ** P<0,001 respecto a sus controles para un mismo tiempo de 

incubación. 

 

En esta Tabla se aprecia que la incubación con GABA 20 µM induce la aparición del 

patrón II de fosforilación en una fracción de los espermatozoides, observándose una 

diferencia estadísticamente significativa con respecto al control a partir de las 2 horas de 

incubación. 

Con el objeto de establecer la fosforilación de proteínas en residuos tirosina como 

posible mecanismo molecular involucrado en la capacitación de espermatozoides de 

carnero por GABA, se realizó el mismo estudio farmacológico utilizado previamente. 

Los resultados se presentan  en las Tablas IX y X.  
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Tabla IX. Efecto del muscimol y baclofen sobre la capacitación de espermatozoides de carnero 

determinada por CTC y sobre el porcentaje de espermatozoides con Patrón II de marcación 

antifosfotirosina. 

  Capacitación 

Forma III  

CTC (%) 

 Fosforilación 

Patrón II  

(%) 

Control  7 ± 1  0,8 ± 0,5 

GABA, 20 µM  15 ± 4*  13,6 ± 1,7* 

Muscimol, 10 µM  16 ± 4*  6,9 ± 2,3* 

Baclofen, 10 µM  8 ± 3  1,6 ± 0,8 

Los espermatozoides fueron incubados en medio BWW-m sólo (Control) o conteniendo GABA o uno de 

los agonistas indicados. La capacitación fue evaluada por el porcentaje de Formas III del patrón de 

marcación de CTC y el grado de fosforilación por el porcentaje de espermatozoides con Patrón II de 

marcación para el anticuerpo antifosfotirosina . Los resultados se expresan como Media ± D.S. para cinco 

eyaculados diferentes. * p < 0,01 vs control. 

 
Tabla X. Efecto del GABA y antagonistas del receptor GABAA sobre la capacitación del espermatozoide 

de carnero determinada por CTC y sobre el porcentaje de espermatozoides con Patrón II de marcación 

antifosfotirosina. 

 Capacitación 

Forma III  

CTC (%) 

Fosforilación 

Patrón II  

(%) 

Control 8 ± 3 1,4 ± 1,1 

GABA 20 µM 14 ± 3* 10,5 ± 2,4** 

G + B 7 ± 2 2,4 ± 0,7 

G + P 8 ± 2 2,8 ± 2,0 

Bicuculina 10 µM 7 ± 3 2,0 ± 0,5 

Picrotoxina 10 µM 8 ± 2 2,0 ± 0,9 

Los espermatozoides fueron incubados en medio BWW-m sólo (Control) o conteniendo 20 µM GABA 

(G), 10 µM bicuculina (B), 10 µM picrotoxina (P) o una combinación de GABA y uno de los 

antagonistas de GABA. La capacitación fue evaluada por el porcentaje de Formas III del patrón de 

marcación de CTC y el grado de fosforilación por el porcentaje de espermatozoides con Patrón II de 

marcación para el anticuerpo antifosfotirosina. Los resultados se expresan como Media ± D.S. para cinco 

eyaculados diferentes. *p < 0,05; **p < 0,001 vs control. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos, el uso de muscimol a una concentración 10 

µM tuvo un efecto sobre el porcentaje de espermatozoides que presentaban fosforilación 

de proteínas acrosomales y del flagelo, similar al producido por el GABA a una 

concentración 20 µM. En ambos casos, estos aumentos coinciden con el aumento en el 

porcentaje de espermatozoides capacitados evidenciado por el uso de CTC. En 

contraste, el baclofen 10 µM no fue capaz de inducir un aumento en el porcentaje de 

espermatozoides fosforilados. 

Como se observa en la Tabla X, la coincubación de espermatozoides con GABA y 

bicuculina o picrotoxina anuló completamente el efecto previamente observado en el 

porcentaje de espermatozoides marcados con el anticuerpo antifosfotirosina. Además, 

ninguna de las drogas tuvo algún efecto per se, sugiriendo que esta inhibición obedece a 

un bloqueo de la acción gabaérgica. 

Una tercera evidencia de la acción del GABA sobre la capacitación y la concomitante 

fosforilación en residuos tirosina se obtuvo por incubación con el compuesto 

alopregnanolona. Para confirmar su efecto, y en función de su efecto particular sobre el 

GABA, se realizaron incubaciones en presencia de GABA 1 µM (es decir, una 

concentración que no alcanza a ser efectiva) junto a alopregnanolona. 

Como se observa en la Tabla XI, esta baja concentración de GABA no fue efectiva para 

capacitar espermatozoides ni para producir un aumento del porcentaje de 

espermatozoides con marcación antifosfotirosina respecto al control. En cambio, cuando 

el GABA 1 µM se asoció a la alopregnanolona, se observó un claro efecto capacitante y 

asociado a esta capacitación un aumento significativo del porcentaje de espermatozoides 

reactivos al anticuerpo antifosfotirosina. 
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Tabla XI. Efecto del GABA y/o alopregnanolona la capacitación de espermatozoides de carnero 

determinada por CTC y sobre el porcentaje de espermatozoides con Patrón II de marcación 

antifosfotirosina. 

 Capacitación 

Forma III  

CTC (%) 

Fosforilación 

Patrón II  

(%) 

Control  6 ± 1 0,6 ± 0,6 

GABA 1 µM  6 ± 2 1,5 ± 0,9 

GABA 20 µM  12 ± 4* 12,6 ± 4,9* 

Alo 1 µM   6 ± 2 0,2 ± 0,4 

GABA (1 µM ) + Alo   13 ± 3** 7,0 ± 1,9* 

GABA (20 µM ) + Alo   16 ± 4** 12,6 ± 1,1* 

Los espermatozoides fueron incubados en medio BWW-m sólo (Control) o conteniendo GABA 1 o 20 

µM, alopregnanolona (Alo) 1 µM o una combinación de ambos como se indica. La capacitación fue 

evaluada por el porcentaje de Formas III del patrón de marcación de CTC y el grado de fosforilación por 

el porcentaje de espermatozoides con Patrón II de marcación para el anticuerpo antifosfotirosina. Los 

resultados se expresan como Media ± D.S. para cinco eyaculados diferentes. *p < 0,01; **p < 0,001 vs 

control. 

 
Una cuarta evidencia de la acción del GABA sobre la capacitación y su posterior 

manifestación en la fosforilación de proteínas en residuos tirosina se obtuvo por 

incubación con dehidroepiandrosterona sulfato (DHEAS) (Tabla XII). 

 
Tabla XII. Efecto del GABA y DHEAS sobre la capacitación de espermatozoides de carnero determinada 

por CTC y sobre el porcentaje de espermatozoides con Patrón II de marcación antifosfotirosina. 

 Capacitación 

Forma III  

(%) 

Fosforilación 

Patrón II  

(%) 

Control  14 ± 3*** 0,9 ± 0,9** 

GABA 20 µM        32 ± 7 8,6 ± 1,3 

DHEAS 10 µM 17 ± 5
 
*** 1,3 ± 1,0** 

G + DHEAS 10 µM       20 ± 6* 3,1 ± 0,8* 

Los espermatozoides fueron incubados en medio BWW-m sólo (Control negativo), conteniendo GABA 

20 µM, dehidroepiandrosterona sulfato (DEHAS) 10 µM, o una combinación de GABA y DHEAS. La 

capacitación fue evaluada por el porcentaje de Formas III del patrón de marcación de CTC y el grado de 
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fosforilación por el porcentaje de espermatozoides con Patrón II de marcación para el anticuerpo 

antifosfotirosina. Los resultados se expresan como Media ± D.S. para cinco eyaculados diferentes. 

***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05 vs GABA 20 µM. 

 

El análisis de la Tabla XII nos indica que la DHEAS per se no indujo fosforilación en 

proteínas de espermatozoides pero inhibió parcialmente la acción del GABA 20 µM, 

evidenciada tanto en el patrón de CTC como en el de fosfotirosina. 

 

 

8.4. DISCUSION 
 

 

Estos resultados demuestran que el GABA produce un efecto capacitante sobre los 

espermatozoides de carnero según lo que indica el aumento del porcentaje de 

espermatozoides con un patrón de unión de CTC compatible con un estado capacitado 

(Capitulo IV de esta Tesis). El efecto semejante al producido por el GABA que tiene el 

muscimol (un agonista del receptor GABAA), junto con la ausencia de efecto del 

baclofen (un agonista del receptor GABAB), y con la completa abolición del efecto del 

GABA por el uso de picrotoxina, bicuculina y DHEAS, y la potenciación por 

alopregnanolona, indican claramente que se encuentra involucrado un receptor GABAA 

clásico en este tipo de efecto. Estos resultados también indican que en el 

espermatozoide de carnero no está implicado un receptor GABAB, o al menos una 

entidad similar al receptor GABAB con respecto a su sensibilidad a la bicuculina. 

El estudio de un posible papel del GABA en la función espermática se originó a partir 

de las altas concentraciones de este compuesto, usualmente considerado como un 

clásico neurotransmisor que actúa a nivel de la hendidura sináptica, encontradas en los 

tractos reproductivos femenino y masculino en otras especies. Las concentraciones altas 

de GABA encontradas en el oviducto (Erdö y col., 1982; Tanaka, 1985) indicarían un 

papel en el proceso de fecundación, actuando directamente sobre el oocito, sobre el 

espermatozoide o sobre ambos. Alternativamente, el GABA podría modular la 

contractilidad oviductal y uterina para facilitar el transporte espermático (Erdö y col., 

1984a) o podría tener una función inmunomodulatoria (Petitto y col., 1990; Scatton y 

col., 1990). No obstante, la presencia de un receptor GABA inmunorreactivo (Wistrom 

y Meizel, 1993; Hu y col. 2002a,b; Ritta y col., 2004) y la presencia de un sitio de unión 
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del tipo GABAA (Erdö y Wekerle, 1990) en el espermatozoide sugiere una acción 

directa a este nivel. 

Las concentraciones de GABA que producen un efecto capacitante in vitro son 

compatibles con las concentraciones presentes en el fluído oviductal ovino (ver Capítulo 

VI de esta Tesis), lo que apoya una base fisiológica para su acción. Adicionalmente, se 

debe tener en cuenta que in vivo, el efecto del GABA puede ser aumentado por 

compuestos que actúan sobre el receptor GABAA, tales como esteroides neuroactivos o 

compuestos endógenos con actividad benzodiazepina. 

La progesterona y la 17α-hidroxiprogesterona han sido identificadas como responsables 

de la reacción acrosómica inducida por el fluído folicular en humanos (Osman y col., 

1989). Se sabe que la progesterona actúa a nivel de la membrana plasmática de los 

espermatozoides (Mendoza y col., 1995; Sabeur y col., 1996), pero la existencia de un 

receptor del tipo GABAA no está completamente aceptada debido a los requerimientos 

diferentes para la estimulación de la entrada de calcio y los correspondientes a la 

inducción de la reacción acrosómica (Blackmore y col., 1994; Turner y col., 1994). 

Kholkute y col. (1995) demostraron que la progesterona induce la reacción acrosómica 

y también incrementa el porcentaje de fecundación en el ratón. Interesantemente, en esta 

especie, el efecto de la progesterona sobre la reacción acrosómica de espermatozoides 

capacitados fue inhibida por bicuculina pero no por picrotoxina, sugiriendo que estaría 

involucrado un tipo particular de receptor GABAA (Shi y Roldan, 1995a). En ese mismo 

estudio, se demostró que el GABA indujo reacción acrosómica de espermatozoides 

capacitados en una manera dependiente de bicuculina y picrotoxina. En 

espermatozoides de cabrío, el uso de picrotoxina y bicuculina inhibieron la reacción 

acrosómica inducida por progesterona (Somanath y col., 2000; Somanath y Gandhi, 

2002). En nuestro modelo, la progesterona no aceleró la capacitación, aún en presencia 

de GABA (datos no mostrados), mientras que la alopregnanolona claramente desarrolla 

un efecto potenciador (Tabla V y Figura 10). 

Por otra parte, se ha sugerido que parecería no haber relación directa entre la capacidad 

de ciertos progestágenos para potenciar la acción del GABA sobre un receptor del tipo 

GABAA y su capacidad para inducir la reacción acrosómica en espermatozoides 

humanos (Erdö y Wekerle, 1990). Teniendo esto en cuenta, estos resultados nos llevan a 

proponer la hipótesis de que podrían coexistir un clásico receptor GABAA con un 

receptor GABA distinto, que presentan propiedades farmacológicas únicas, y que 
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podrían cumplir funciones diferentes en distintas etapas de la fecundación. Por otra 

parte, parecería también que habría diferencias entre especies. Así, está bien 

documentado que la combinación de diferentes formas de subunidades del receptor 

GABAA determinan la sensibilidad del complejo supramolecular a los diferentes 

agonistas y antagonistas (Mihic y col., 1995; Mehta y Ticku, 1999; Smith y col., 2001). 

Los recientes descubrimientos de la acción del GABA a nivel del espermatozoide 

requieren estudios más detallados sobre la caracterización molecular y las propiedades 

farmacológicas del receptor involucrado en la regulación de la función espermática. 

Los experimentos llevados a cabo en este capítulo nos indican que el porcentaje de 

espermatozoides que alcanza la forma III de CTC por la acción del GABA nunca 

excede el 20%, sugiriendo que sólo una pequeña subpoblación de los espermatozoides 

en una muestra de semen es capaz de responder al GABA. Comparativamente, cerca del 

70% de los espermatozoides de los mismos carneros, obtenidos en la misma época, 

exhibieron un patrón III de CTC después de la incubación con fluído oviductal sintético 

conteniendo suero (Capítulo IV de esta Tesis). La baja respuesta al GABA es apoyada 

por Wistrom y Meizel (1993), quienes demostraron que en el semen humano, sólo una 

subpoblación (aproximadamente la mitad) de los espermatozoides fueron positivos a la 

marcación inmunofluorescente con un anticuerpo monoclonal contra la subunidad α del 

receptor GABAA. No obstante, existe la posibilidad de que in vivo, moduladores 

endógenos de la acción del GABA a nivel del receptor GABAA (tales como 

benzodiazepinas endógenas o metabolitos de la progesterona) podrían contribuir a 

aumentar la eficacia del GABA en la capacitación de los espermatozoides. En 

contraposición a estos resultados, Zhang y col. (2000), utilizando 5 µM de GABA en 

espermatozoides humanos, obtuvieron capacitación de un 65,9 % de los 

espermatozoides luego de 2 horas de capacitación (37,3 % en el control) según CTC. 

La fosforilación de proteínas estructurales y reguladoras es el mecanismo de control 

intracelular más importante en eucariotas (Johnson y Barford, 1993; Pawson, 1995). El 

estudio de la fosforilación en tirosina de proteínas del espermatozoide es de gran interés, 

ya que ha sido sugerido como un indicador de cambios intracelulares que preceden y/o 

están asociados con la capacitación en diversas especies de mamíferos (Visconti y col., 

1995a,b; Galantino-Homer y col., 1997; Kalab y col., 1998; Osheroff y col., 1999). Se 

ha postulado, que las proteínas fosforiladas en tirosina iniciarían la unión (“binding”) a 
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la zona pelúcida (Sakkas y col., 2003; Asquith y col., 2004; Liu y col., 2006) y que 

inducirían la reacción acrosómica (Naz, 1996; Pukazhenthi y col., 1996b). 

Leyton y Saling en 1989(a) fueron los primeros investigadores en estudiar la 

fosforilación en residuos tirosina en espermatozoides de ratón durante la capacitación. 

En 1995(a,b), Visconti y colaboradores, continuando los trabajos de Duncan y Fraser 

(1993), demostraron que las condiciones que llevan a la capacitación de 

espermatozoides del epidídimo caudal de ratón promueven la fosforilación de residuos 

tirosina de una serie de proteínas de entre 40 kDa-120 kDa. Este incremento de la 

fosforilación en tirosina mostró ser dependiente de la presencia de albúmina, Ca
2+

 y 

NaHCO3 en el medio y la concentración necesaria de estos componentes para que 

ocurra fosforilación de residuos tirosina de proteínas está correlacionada con las 

necesitadas para la capacitación (Visconti y col., 1995a). Específicamente, la ausencia 

de algunos de estos constituyentes del medio evitan que ocurra la fosforilación de 

residuos tirosina de proteínas y la capacitación de espermatozoides del epidídimo caudal 

de ratón. En 1997, Emiliozzi y Fenichel demostraron que la albúmina es necesaria tanto 

para la fosforilación en tirosina como para la capacitación de espermatozoides humanos 

y que actúa de manera dependiente de la concentración. 

Como se dijo antes, la fosforilación de proteínas en tirosina no ocurre cuando los 

espermatozoides de ratón se incuban en ausencia de BSA, Ca
2+

 o NaHCO3 (Visconti y 

Kopf, 1998), en ausencia de BSA y NaHCO3 en espermatozoides humanos (Osheroff y 

col., 1999) o en ausencia de Ca
2+

 en espermatozoides de cerdo (Dube y col., 2003; 

Tardif y col., 2003). 

Cuando los espermatozoides de ratón o humano se incuban en ausencia de BSA y 

NaHCO3, pero en presencia de agonistas de AMPc, se recupera el aumento de 

fosforilación en tirosina de proteínas y la capacitación (Visconti y col., 1995b; Osheroff 

y col., 1999). Más aún, la fosforilación de proteínas en tirosina es acelerada por 

agonistas activos del AMPc en medios completos que producen capacitación. Estas 

observaciones llevan a dos conclusiones principales. La primera es que la acción del 

AMPc parece estar etapas abajo de las acciones de la BSA, Ca 
2+

 y NaHCO3 y etapas 

arriba de la fosforilación en tirosina de proteínas. La segunda es que los resultados 

también sugieren que la fosforilación de proteínas en tirosina y la capacitación están 

regulados a través de un paso que involucra a la PKA (proteinquinasa dependiente de 

AMPc). 
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En el caso de espermatozoides humanos, Osheroff y col. (1999) demostraron que el sitio 

de acción del NaHCO3 está etapas debajo de la acción de la BSA. Esta misma 

conclusión es apoyada por los trabajos realizados por Visconti y col. (1999) en 

espermatozoides de ratón. 

Se puede especular que la remoción del colesterol, con el resultante cambio en la fluidez 

de la membrana plasmática del espermatozoide, podría modular los flujos de iones Ca
2+

 

o HCO3- que llevan a la activación de la adenilato ciclasa. Sin embargo, esta hipótesis 

debe ser aún verificada. 

En conjunto, estos datos sugieren que la fosforilación de proteínas en tirosina y la 

capacitación parecerían estar bajo la regulación de un camino que involucra a la 

PKA/AMPc (Visconti y Kopf, 1998; Pommer y col., 2003; Hess y col., 2005). 

En nuestro caso, la incubación de espermatozoides de carnero en presencia de GABA 

20 µM indujo la fosforilación  de proteínas en residuos tirosina en la región acrosomal 

de una subpoblación de la muestra. Dada la presencia, en espermatozoides no 

capacitados, de fosfotirosina en el segmento ecuatorial y el flagelo de espermatozoides 

no capacitados, no fue posible evaluar los cambios en dichas regiones por la técnica 

utilizada, en la forma en que fue descripta por diversos autores (Kaneto y col., 2002; 

Pérez-Pé y col., 2002; Dube y col., 2003; Tardif y col., 2003). No obstante ello, la 

aparición de marca en la región acrosomal en condiciones capacitantes sugiere que la 

fosforilación de la región acrosomal podría utilizarse como un marcador sensible de la 

capacitación.   

 

Como conclusión, el conjunto de los resultados presentados en este capítulo indican  

que el GABA produce un efecto capacitante in vitro sobre los espermatozoides de 

carnero, evaluado por el aumento del porcentaje de espermatozoides con un patrón de 

unión de CTC compatible con un estado capacitado. Además, el efecto del GABA 

estaría mediado por su interacción con un receptor GABAA clásico, según lo 

demuestran los estudios de farmacología aquí presentados. 
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9. CAPITULO VI: Evidencia del papel del GABA oviductal en la 

capacitación de espermatozoides de carnero 

 

 

9.1 INTRODUCCION 
 

 

A pesar de que el mecanismo preciso involucrado en la capacitación espermática no está 

totalmente caracterizado, es evidente que una serie de compuestos presentes en las 

secreciones del tracto reproductivo femenino contribuyen a la capacitación espermática. 

De todos modos, la naturaleza exacta de estos compuestos que actuarían en conjunto 

para llevar adelante una capacitación exitosa no ha sido completamente identificada.  

En el capítulo anterior, hemos descripto fuerte evidencia de que el GABA induce la 

capacitación in vitro en una subpoblación de espermatozoides de carnero en un medio 

químicamente definido, efecto que fue mimetizado por el muscimol, que es un agonista 

del receptor GABAA, pero no por el baclofen, que es un agonista del receptor GABAB. 

Por otra parte, la bicuculina y la picrotoxina, ambos antagonistas del receptor GABAA, 

inhibieron completamente el efecto capacitante del GABA. Adicionalmente, el efecto 

del GABA fue potenciado por el neuroesteroide alopregnanolona, que se sabe que 

modula positivamente el receptor GABAA en el Sistema Nervioso Central (Majewska y 

col., 1986; Paul y Purdy, 1992; Robel y Baulieu, 1994; Lambert y col., 1995). 

Considerando todo en su conjunto, estos datos sugieren que en el efecto capacitante del 

GABA en el espermatozoide de carnero estaría involucrado un receptor GABA del tipo 

A. 

Con la intención de encontrar un vínculo fisiológico entre el efecto del GABA en la 

capacitación de los espermatozoides (ya descripto en el capítulo V) y la presencia de 

GABA en el tracto reproductivo femenino, decidimos llevar adelante una serie de 

estudios con los siguientes objetivos: 1) determinar la presencia de GABA en el fluído 

oviductal de la oveja, 2) determinar la capacidad de estos fluídos para llevar adelante la 

capacitación in vitro de espermatozoides de carnero, así como evaluar la sensibilidad de 

dicho fluído a los antagonistas clásicos del receptor GABAA, y 3) analizar la posible 

presencia de un receptor del tipo GABAA en el espermatozoide de carnero. 

 

 

 



 130 

9.2 METODOS 
 

 

9.2.1. Muestras 
 

Las muestras de semen fueron colectadas y evaluadas según se explicara en Materiales 

y Métodos Generales. 

El fluido oviductal fue colectado de ovejas canuladas quirúrgicamente. Los animales 

fueron sincronizados para el estro por medio de esponjas intravaginales conteniendo 60 

mg de acetato de medroxiprogesterona, colocadas durante 14 días. Al momento de la 

extracción de la esponja, los animales fueron inyectados en forma intramuscular con 

200 UI de gonadotrofina sérica de yegua preñada (PMSG) (Laboratorios Syntex, 

Buenos Aires, Argentina), y se siguió la aparición de estro cada 12 horas utilizando 

carneros vasectomizados pintados en el pecho, para marcar a las hembras que entraban 

en celo. Una vez que presentaron celo, las ovejas fueron separadas y se procedió a la 

canulación oviductal. Para este propósito, los animales fueron anestesiados con 0,3 ml 

de sulfato de atropina 1% (peso/volumen) en forma intramuscular y 0,7 ml de xylazina 

2% (peso/volumen), seguido, después de 15 minutos, de 1,5 ml de clorhidrato de 

ketamina 50 mg/ml y se le insertó una cánula de 2 mm en cada oviducto. Los animales 

fueron luego mantenidos individualmente a puertas cerradas con acceso libre a agua y 

heno de alfalfa. Luego de la recuperación (usualmente 1 día), el fluído fue colectado 

durante 24 horas en viales plásticos unidos a la cánula, y congelados a -70ºC hasta ser 

utilizado en incubaciones con espermatozoides o bien utilizados para determinar el 

contenido de GABA, lo que fue realizado dentro de los 30 días. Después de 

descongelado, una alícuota de cada muestra fue desproteinizada por ultracentrifugación 

(5000-Da punto de corte; Lida Manufacturing Corp, Kenosha, WI, USA). De ahora en 

adelante nos referiremos a estas alícuotas como fluido oviductal filtrado (FOF). El resto 

de la muestra no fue desproteinizado y nos referiremos a esta fracción como fluído 

oviductal completo (FOC). 

 

9.2.2. Capacitación in vitro 
 

Inmediatamente después de colectado y evaluado, alícuotas de 100 µl de semen fueron 

lavadas una vez en 8 ml de medio Biggers, Whitten y Wittingham (BWW) (Biggers y 

col., 1971) sin BSA o suero, suplementado con Hepes 10 µM y ajustado a un pH de 7.4 

con NaOH 0,1 N, en atmósfera de 5% de CO2 (BWW-m). Las suspensiones de 
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espermatozoides fueron centrifugadas en tubos plásticos cónicos de 15 ml a 500xg 

durante 10 minutos a temperatura ambiente. El sedimento obtenido se resuspendió en 

BWW-m hasta llevarlo a una concentración de 10
8
 espermatozoides/ml. Una alícuota de 

50 µl de esta suspensión fue llevada a un volumen final de 100 µl, con 25 µl de FOF o 

de FOC y en presencia o ausencia de bicuculina (1 µM) o picrotoxina (1 µM). La 

incubación se llevó a cabo en cajas de 96 pozos, en el interior de una estufa 

humidificada a 38ºC de temperatura y bajo una atmósfera de 5% CO2 en aire. Después 

de 4 horas, se tomaron alícuotas de cada muestra y se evaluó el grado de capacitación 

por medio del ensayo de unión de clortetraciclina. 

 

9.2.3. Evaluación de la capacitación por unión de CTC 
 

La evaluación se realizó según lo descripto en el capítulo IV de esta Tesis. En todos los 

casos, las muestras fueron procesadas por duplicado, y al menos 150 espermatozoides 

fueron analizados por portaobjetos. No se observó fluorescencia cuando la CTC fue 

omitida de las preparaciones. 

 

9.2.4. Determinación de GABA por HPLC 
 

Muestras de 10 µl de fluído oviductal desproteinizado o de un patrón (standard) de 

GABA fueron conjugados con o-ftadialdehido (Schuster, 1987) y se evaluó el contenido 

de GABA por HPLC de fase reversa, utilizando un cromatógrafo Hewlett-Packard 1050 

(Hewlett-Packard Argentina) con detector de fluorescencia. Con este propósito, se 

inyectaron 50 µl de muestras conjugadas en una columna Aminoquant (Hewlett-

Packard Argentina) y corridas en metanol:acetato de sodio (19:81 v/v), pH 7,0 a 0,35 

ml/ml a 50ºC. Las longitudes de onda de excitación y emisión fueron 230 nm y 455 nm, 

respectivamente. Bajo estas condiciones, el tiempo de retención para el GABA fue de 

29 minutos. 

 

9.2.5. Desplazamiento de 3H-muscimol por fluido oviductal en un ensayo de 

radioreceptor (RR) 

 

Este método se basa en la inhibición competitiva de la unión de [
3
H]-muscimol al 

receptor GABAA de membranas cerebelares de rata por el GABA presente en la 

muestra. 
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Se utilizó una modificación del método descripto por Bernasconi y col. (1980) y Ritta y 

col. (1987,1998). Se incubaron alícuotas de 100 µl de una preparación de membranas 

cerebelares de rata crudas (aproximadamente 400 µg de proteína) en buffer Tris-citrato 

50 mM, pH 7,2, con 300 µl de muestra o un standard de GABA a diferentes 

concentraciones, disuelto en buffer Hepes-Tris. Se agregaron 100 µl de (
3
H)-muscimol 

en buffer Tris-citrato hasta obtener una concentración final de 5 nM. La unión no 

específica se determinó en incubaciones en paralelo conteniendo 200 µM de GABA. 

Las muestras (por triplicado) fueron incubadas durante 10 minutos a 22ºC y 

centrifugadas a 20000xg durante 10 minutos a 4ºC. El sobrenadante fue descartado y el 

sedimento se lavó dos veces con 3 ml de buffer Tris-citrato frío. Después de la digestión 

del precipitado con clorhidrato de hyamina, se agregó una solución centellante con 

Triton X-114 y la radioactividad fue contada en un espectrómetro de centelleo líquido. 

El rango de detección para el GABA fue de 2,5-100 pmoles. Los coeficientes de 

variación intraensayo e interensayo fueron 5 y 20%, respectivamente. Con el objeto de 

determinar si el desplazamiento del (
3
H)-muscimol de sus sitios de unión fue debido a 

GABA auténtico, antes del ensayo las muestras fueron incubadas con GABAasa, el 

sistema enzimático de degradación de GABA altamente específico (Graham y Aprison, 

1966). El desplazamiento de 
3
H-muscimol fue inhibido en un 85% por pre-tratamiento 

con GABAasa. 

 

9.2.6. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) y transferencia 

de bandas y detección con anticuerpo (immunoblots) 

 

Después del lavado en PBS, el sedimento de espermatozoides fue diluído, en la relación 

4:1 (v:v) con un buffer a una concentración 5 veces la concentración final deseada, la 

cual fue SDS 2%, glicerol 10%, Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8; sin agentes reductores de 

disulfuro. Las células fueron lisadas por sonicación dos veces durante 15 segundos con 

un sonicador Fisher Sonic Dismembrator Modelo 300 (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, 

USA). Las proteínas fueron extraídas por calentamiento a 95°C durante 6 minutos dos 

veces. Los extractos fueron centrifugados a 12000 x g durante 10 minutos, se le 

adicionó 5% de β-mercaptoetanol, se hirvieron durante 3 minutos y fueron usados 

inmediatamente o bien almacenados a -20 ºC. Las proteínas fueron separadas sobre 

láminas gruesas de geles de poliacrilamida 10%, según lo descripto por Laemmli (1970) 

y teñidos con azul de Coomassie para confirmar carga proteica equivalente o 
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transferidos a membranas Immobilon-P (Millipore Corp., Bedford, MA, USA) de 0,45 

µm de tamaño de poro (Towbin y col., 1979). Después de la transferencia, las 

membranas fueron bloqueadas por incubación durante 1 hora a temperatura ambiente 

con una solución de gelatina 3%, leche 0,5% disuelta en buffer de lavado (consistente 

en TrisHCl 50 mM, pH 7,6, NaCl 100 mM, Tween-20 0,1%, gelatina 0,2%). Los blots 

fueron incubados con anticuerpo monoclonal anticadena α del receptor GABAA en una 

concentración de 0,5 µg/ml en solución de bloqueo durante una noche a 4ºC. Se utilizó 

como anticuerpo secundario un anti IgG de ratón producido en cabra y conjugado con 

peroxidasa de rábano en una concentración de 0,5 g/ml, incubándoselo durante 60 

minutos. El exceso del primer y segundo anticuerpo fue removido por 5 lavados de 10 

minutos cada uno con buffer de lavado. La detección fue realizada con un sistema 

mejorador de quimioluminiscencia (ECL, Amersham Life Science, Arlington Heights, 

IL, USA) y la posterior exposición a película fotográfica Kodak XAR. 

 

9.2.7. Análisis estadísticos 
 

Se realizaron utilizando un Análisis de Varianza (ANOVA) y un test de comparaciones 

múltiples Tukey-Kramer, luego de la transformación angular de los datos (Steel y 

Torrie, 1981). 

 

 

9.3 RESULTADOS 
 

 

El fluído oviductal de ovejas durante el período de estro mostró tener una concentración 

significativa de GABA, de acuerdo a las determinaciones realizadas por dos métodos  

independientes: (2,9 ± 0,3) µM por HPLC y (1,7 ± 0,4) µM por RR (media ± Desvío 

standard, n=12). Los intervalos de confianza del 95% fueron (2,2 µM-3,7 µM) y (0,8 

µM-2,4 µM) por HPLC y RR, respectivamente. 

La Tabla I muestra el efecto de la incubación con fluído oviductal filtrado (FOF) sobre 

la capacitación de los espermatozoides de carnero, y la inhibición de este efecto por el 

uso de antagonistas del receptor GABAA, como la bicuculina y la picrotoxina. Antes de 

la incubación, la mayoría de los espermatozoides (79,4 %) estaban en la Forma I, que se 

considera estado no capacitado. La incubación durante 4 horas con FOF llevó a un 

incremento significativo respecto del control, en el porcentaje de espermatozoides que 

mostraban la Forma III de CTC, considerada como un estado capacitado. La 
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coincubación con bicuculina y picrotoxina anuló el efecto del FOF, dando como 

resultado valores que no difieren significativamente de los controles. El resultado del 

porcentaje de espermatozoides con acrosoma reaccionado (Forma IV de CTC) no se vio 

afectado por ninguno de los tratamientos. 

 
Tabla I. Efecto del fluído oviductal filtrado sobre la capacitación de espermatozoides de carnero, y 

antagonismo por el uso de bicuculina y picrotoxina (N=12). 

T (h) Incubación Forma I (%) Forma II (%) Forma III (%) Forma IV (%) 

0 - 79,4 ± 5,3
a
 12,3 ± 4,3

ª
 5,7 ± 2,9

a
 2,6 ± 0,9 

4 C 7,0 ± 4,6
b
 81,2 ± 5,4

b
 9,4 ± 3,7

ab
 2,4 ± 1,0 

4 B 8,9 ± 6,5
b
 81,1 ± 5,6

bc
 7,7 ± 2,1

acd
 2,4 ± 0,9 

4 P 8,9 ± 4,7
b
 79,6 ± 6,7

bc
 9,8 ± 3,4

bce
 1,8 ± 1,3 

4 FOF 5,6 ± 4,3
b
 72,0 ± 3,9

d
 19,1 ± 0,7

f
 3,3 ± 1,1 

4 FOF + B 6,8 ± 2,4
b
 78,8 ± 4,5

bd
 12,0 ± 3,3

bd
 2,4 ± 0,6 

4 FOF + P 5,9 ± 3,6
b
 79,2 ± 4,3

bd
 12,6 ± 3,5

b
 2,4 ± 0,8 

Los espermatozoides fueron incubados con fluído oviductal filtrado (FOF), en presencia o ausencia de 

bicuculina 1 µM (B) o picrotoxina 1 µM (P), y evaluados por el patrón de distribución de CTC. C: control 

(medio BWW). Los valores con diferentes supraíndices entre filas difieren significativamente (p < 0,05). 

 

La Tabla II muestra el efecto de la incubación con fluído oviductal completo (sin filtrar) 

sobre la capacitación de los espermatozoides de carnero, y la ausencia de inhibición de 

este efecto por el uso de antagonistas del receptor GABAA, como la bicuculina y la 

picrotoxina. La incubación durante 4 horas con FOC llevó a un incremento significativo 

respecto del control, en el porcentaje de espermatozoides que mostraban la Forma III de 

CTC, considerada como un estado capacitado. La coincubación con bicuculina y 

picrotoxina no afectó el efecto del FOC. 
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Tabla II. Efecto del fluído oviductal completo sobre la capacitación de espermatozoides de carnero, y 

antagonismo por el uso de bicuculina y picrotoxina (N=12). 

T (h) Incubación Forma I (%) Forma II (%) Forma III (%) Forma IV (%) 

0 - 77,4 ± 4,8
a
 13,4 ± 5,2

ª
 5,2 ± 2,7

ª
 3,5 ± 1,3

a
 

4 C 6,7 ± 4,0
b
 79,5 ± 6,4

b
 10,1 ± 3,9

ªb
 3,4 ± 1,6

 a
 

4 B 8,5 ± 6,2
b
 82,7 ± 6,3

bc
 7,0 ± 2,4

ab
 3,7 ± 1,4

 a
 

4 P 9,3 ± 5,7
b
 80,5 ± 7,1

bc
 10,0 ± 3,8

ªb
 2,4 ± 2,3

 a
 

4 FOC 0,4 ± 0,4
c
 21,0 ± 9,5

d
 72,6 ± 8,5

c
 6,1 ± 1,7

 b
 

4 FOC + B 0,3 ± 0,3
c
 24,8 ± 11,2

d
 69,1 ± 11,2

c
 5,9 ± 1,9

 ab
 

4 FOC + P 0,5 ± 0,5
c
 24,1 ± 13,0

d
 71,2 ± 12,8

c
 4,2 ± 1,7

 ab
 

Los espermatozoides fueron incubados con fluído oviductal completo (FOC), en presencia o ausencia de 

bicuculina 1 µM (B) o picrotoxina 1 µM (P), y evaluados por el patrón de distribución de CTC. C: control 

(medio BWW). Los valores con diferentes supraíndices entre filas difieren significativamente (p < 0,05). 

 

El uso de anticuerpo monoclonal anti cadena α del receptor GABAA de cerebro bovino 

nos permitió detectar por electroforesis de extractos proteicos de espermatozoides de 

carnero una banda mayoritaria de 52 kDa por medio de una transferencia Western 

(Figura 2), sugiriendo que formas relacionadas (si no idénticas) están presentes en estos 

tejidos. 
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Figura 2. Análisis de inmunoblot para la subunidad α del receptor GABAA en espermatozoides de 

carnero. Se analizaron 36 µg de proteína sobre Western blot usando como sonda la línea celular bd24. El 

peso molecular de los marcadores (x10-3) está indicado a la izquierda de la calle 1. Calle 1: Western blot. 

Calle 2: Perfil proteico por tinción con azul de Coomassie. Estos experimentos fueron repetidos tres veces 

con resultados idénticos. 

 

 

9.4. DISCUSION 
 

 

Este estudio muestra que el GABA está presente en el oviducto de la oveja durante el 

período del estro, y que éste es capaz de inducir capacitación en una fracción de 

espermatozoides por un mecanismo que involucra a un receptor GABAA. La aparición 

de especies moleculares que reaccionan con un anticuerpo anticadena α del receptor 

GABAA apoya esta idea. 

Para la determinación del GABA en las muestras se utilizaron como metodologías 

HPLC y ensayo de RR (Bernasconi y col., 1980; Mousah y col., 1987; Ritta y Calandra, 

1986; Schuster, 1988). A pesar de que los valores encontrados por HPLC son algo más 

altos que los detectados por RR, los intervalos de confianza mostraron que eran 

significativamente diferentes de cero en ambos casos. Además, los valores obtenidos 

están en el rango micromolar, lo que es consistente con el efecto descripto del GABA 

sobre la capacitación de espermatozoides (Capitulo V, de esta tesis). Sin embargo, en 
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este estudio, la respuesta obtenida con 1-5 µM de GABA puro, por ejemplo, que es el 

rango de concentración del GABA encontrado en el FOF, fue más bajo que la respuesta 

sensible a picrotoxina y bicuculina del FOF. Así, es posible que compuestos de bajo 

peso molecular actuen como moduladores positivos del receptor GABAA. Por ejemplo, 

en el fluído oviductal podrían estar también presentes neuroesteroides y 

benzodiazepinas endógenas. 

El uso de anticuerpo monoclonal bd24 antisubunidad α del receptor GABAA en los 

análisis de inmunoblot standard detectó una banda proteica mayoritaria con un peso 

molecular aparente de 52 kDa (como ha sido reportado en otros tipos celulares), así 

como una proteína menor de 46 kDa. En contraste a una observación hecha por 

Wistrom y Meizel (1993) cuando utilizaron el mismo anticuerpo monoclonal en 

humanos, no hemos detectado reactividad en relación a una proteína de 75 kDa (no 

reportada en otros tipos celulares). Tampoco encontramos ninguna banda menor con 

peso molecular entre 50 y 75 kDa que estos autores reportaron. Con relación a la 

existencia de receptores GABAA, estos fueron identificados por Wistrom y Meizel 

(1993) en espermatozoides humanos por inmunofluorescencia, y por Erdö y Wekerle 

(1990) en espermatozoides de carnero y cerdo por métodos bioquímicos. También He y 

col. (2003) encontraron inmunomarcación antireceptor GABAA en espermatozoide de 

rata, aunque es importante señalar que estos autores identificaron tanto recepores 

GABAA como GABAB. En los espermatozoides de carnero, sólo estarían involucrados 

receptores de tipo GABAA (ver estudios farmacológicos presentados en el Capítulo V 

de esta Tesis) 

Debido a que las enzimas necesarias para la síntesis de GABA no fueron medidas en 

este estudio, el origen o los orígenes del GABA en espermatozoides todavía debe ser 

investigado. Así, el GABA podría ser sintetizado localmente en los espermatozoides o 

bien, como lo sugieren  Aanesen y col. (1995,1996) para espermatozoides humanos, que 

existiera un mecanismo de captación de GABA mediado por una proteína 

transportadora específica, cuya fisiología está en discusión. 

Se debe tener en cuenta que se usó para las incubaciones espermáticas la fracción de 

bajo peso molecular (< 5000 Da) del fluído oviductal. De hecho, la incubación en 

presencia del fluído oviductal completo indujo capacitación de más del 65 % de los 

espermatozoides de carnero. El efecto capacitante del fluído oviductal completo, o el de 

un medio condicionado de células oviductales fue previamente descripto en bovinos 
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(Mc Nutt y Killian, 1989,1991; Parrish y col., 1989,1994; King y col., 1994; Chian y 

col., 1995; Mahmoud y Parrish, 1996; Topper y col., 1999), ovinos (Chavarria y Reyes, 

1996), porcinos (Kim y col., 1997) caninos (Kawakami y col., 1998) y humanos (Yao y 

col., 1999). El efecto beneficioso de la interacción entre los espermatozoides y las 

células epiteliales oviductales también fue demostrado (por referencias, ver Smith, 

1998; Suarez, 1998). La unión de los espermatozoides a las células oviductales aumenta 

su vida media en algunas especies (Smith y Yanagimachi, 1990; Pollard y col., 1991; 

Lapointe y Sirard, 1996; Boquest y col., 1999). Esta interacción compleja de los 

espermatozoides con las células oviductales, que retrasa la capacitación, y con sus 

secreciones, que promueven la capacitación, es probablemente la que regula el número 

de espermatozoides capacitados que llegan al sitio de fecundación cerca del momento 

de la ovulación. 

Hasta el presente, no se sabe en qué estado del proceso de fecundación actúa el GABA 

sobre los espermatozoides. El GABA está presente en los órganos reproductivos de los 

machos en las ratas (Bowery y col., 1981; Erdö y col., 1983; Ritta y Calandra, 1986) y 

se han encontrado altas concentraciones de GABA en el plasma seminal humano 

(Leader y col., 1992; Ritta y col., 1998). Así, es de esperar que el efecto del GABA 

sobre los espermatozoides ocurra dentro del tracto reproductivo masculino o bien 

inmediatamente después de la eyaculación. De todos modos, hasta ahora hay pocas 

evidencias experimentales que apoyen este hecho. Sin embargo, bajo condiciones 

fisiológicas, la ocupación de receptores GABAA específicos en espermatozoides podría 

ocurrir a este nivel. Sólo la reacción acrosómica inducida por GABA fue demostrada en 

espermatozoides previamente capacitados de ratón (Roldan y col., 1994; Shi y Roldan; 

1995a; Murase y Roldan; 1996; Espinoza y col., 1998), de cobayo (Shi y col., 1996; 

Yuan y col., 1999; Zhang y col., 2000), de musaraña (Cao y col., 1997), de rata (Hu y 

col., 2002b) y de humanos (Wistrom y Meizel, 1993; Hall y col., 1996; Shi y col., 1997; 

Yuan y col., 1998; Calogero y col., 1999; Zhang y col., 2000). En nuestras condiciones 

(capítulo V de esta Tesis y resultados aquí expuestos), el GABA puro y el GABA 

oviductal fueron incapaces de inducir reacción acrosómica, probablemente debido a 

diferencias entre especies o a las diferentes condiciones de incubación. Sin embargo, es 

posible que in vivo, el GABA pueda actuar tanto sobre la capacitación como sobre la 

reacción acrosómica, dependiendo del estado de capacitación individual de los 

espermatozoides. 
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Por otra parte, hay evidencias que apoyan un efecto del GABA en el tracto reproductivo 

femenino. Utilizando un modelo in vitro, se ha demostrado en el oviducto de rata que 

ocurre una liberación de GABA no neural (Forray y col., 1993), y que el GABA afecta 

la actividad contráctil de la trompa de Falopio humana, y podría también afectar el 

transporte del oocito, a través de un mecanismo que involucra receptores GABAB 

(Lazlo y col., 1990). De esta manera, parecería que el GABA, que estaría presente en 

los fluídos reproductivos tanto femeninos como masculinos, actuaría a diferentes 

niveles para llevar adelante la fecundación. 

Con respecto al mecanismo molecular por el cual el GABA produce el efecto descripto, 

nuestros resultados apoyan resultados previos descriptos por Zeng y col. (1995) para 

espermatozoides de toro y ratón y por Garcia y Meizel (1999b) para espermatozoides 

humanos, quienes demostraron que durante la capacitación ocurre una hiperpolarización 

de la membrana plasmática de los espermatozoides y salida de iones Cl
-
. De esta 

manera, el efecto del GABA sobre la capacitación podría estar mediado por la 

hiperpolarización de la membrana plasmática, resultante de la apertura de canales de Cl
-
 

asociados al receptor GABAA. En su momento, la hiperpolarización de la membrana 

plasmática podría ser responsable de la transición de canales T de Ca 
2+

 de un estado 

inactivo a un estado activo (Florman y col., 1998). En este sentido, Ritta y 

colaboradores (2004) demostraron que el GABA produce un aumento del [Ca
2+

]i y de la 

producción de AMPc en espermatozoides capacitados de bovinos y que el incremento 

del [Ca
2+

]i fue bloqueado por el uso de picrotoxina mientras que el de AMPc lo fue por 

el uso de bicuculina. 

Como conclusión, estos resultados indican la presencia de GABA en el fluído oviductal 

de la oveja en concentraciones compatibles con las requeridas para capacitar 

espermatozoides in vitro. Adicionalmente, el fluído oviductal filtrado (fracción de bajo 

peso molecular) indujo capacitación en los espermatozoides de manera semejante a la 

producida por el GABA in vitro. El uso de antagonistas del receptor GABAA 

(picrotoxina y bicuculina) produjo la desaparición del efecto capacitante del fluído 

oviductal filtrado. 

Por otra parte, se demostró por electroforesis la presencia del receptor GABAA en el 

espermatozoide de carnero. 

Estos resultados apoyan un papel fisiológico para el GABA en la función del 

espermatozoide durante la fecundación. 
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10. CONCLUSION  
 

 

 

Los resultados presentados en esta tesis indican que el GABA presente en condiciones 

fisiológicas en el oviducto de oveja posee una acción sobre la capacitación de los 

espermatozoides, en un mecanismo mediado por un receptor de GABA tipo A, y que la 

fosforilación en residuos tirosina podría mediar este mecanismo. Estos resultados 

pueden contribuir al desarrollo de medios de capacitación y fecundación químicamente 

definidos, evitando la incertidumbre que resulta del uso de componentes de origen 

biológico. 

 

 

La evaluación del efecto del GABA en pruebas in vivo ofrece una interesante 

perspectiva de estudios que posibiliten su implementación en condiciones de 

producción. 
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13. APENDICE 
 

 

SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO 
 

A) Soluciones para el procesamiento de muestras de semen 
 

1) Solución de citrato de sodio al 3% 

 

Citrato de sodio      3 g 

Penicilina      0,064 g 

Sulfato de estreptomicina    0,101 g 

Agua destilada, c.s.p.     100 ml 

 

 

2) Solución de Ficoll 400 

 

Ficoll 400      400 g 

Hepes       0,477 g 

Tris       0,125 g 

Fructosa      5,144 g 

MgCl2   4M      100 µl 

Sulfato de kanamicina     0,010 g 

Agua destilada, c.s.p.     100 ml 

 

pH= 7,3 

Osmolaridad= 340 mOsm/kg 

 

3) Solución de cloramina-T 

 

Cloramina-T      1 g 

NaCl       0,9 g 

Agua destilada, c.s.p.     100 ml 

 

 

B) Soluciones para evaluaciones de muestras de semen 
 

4) Solución Madre de acetato de 6-carboxifluoresceína 

 

Acetato de 6-carboxifluoresceína   4,6 mg 

Dimetilsulfóxido (DMSO), c.s.p.   10 ml 

Conservar en oscuridad a -20 ºC. 

 

5) Solución Madre de ioduro de propidio 

 

Ioduro de propidio     5 mg 

Solución fisiológica, c.s.p.    10 ml 

 

Conservar en oscuridad a -20 ºC. 
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6) Solución fisiológica 

 

NaCl       0,9 g 

Agua destilada, c.s.p.     100 ml 

  

 

7) Solución Madre de formaldehido 

 

Diluir formaldehido pro-análisis (36-38%) 1: 148 en agua destilada. 

 

 

8) Solución de Trabajo de fluorocromos 

 

Por cada mililitro de la Solución de citrato de sodio agregar: 

* 20 µl de Solución Madre de formaldehido 

* 20 µl de Solución Madre de acetato de 6-carboxifluoresceína 

* 10 µl de Solución Madre de ioduro de propidio 

 

Mantener en oscuridad y en baño térmico a 37 ºC. 

 

 

9) Diluyente para Test de Termorresistencia 

 

Citrato de sodio     2,4 g 

Fructosa      3 g 

Yema de huevo     20 ml 

Agua destilada, c.s.p.     100 ml 

 

 

10) Solución de colorante Fast Green 

 

Fast Green      2 g 

Buffer fosfato salino (PBS), c.s.p.   100 ml 

 

 

11) Solución de colorante Eosina B 

 

Eosina B      0,4 g 

Buffer fosfato salino (PBS), c.s.p.   100 ml 

 

 

12) Solución Madre de Ionóforo A23187 

 

Ionóforo A23187     26,18 mg 

DMSO, c.s.p.      10 ml 
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13) Solución  de Ionóforo A23187 en PBS 

 

Solución Madre de Ionóforo A23187   10 µl 

PBS, c.s.p.      10 ml 

 

 

14) Solución de ionóforo A23187 en Medio BWW 

 

Solución Madre de Ionóforo A23187   10 µl 

Medio BWW, c.s.p.     10 ml 

 

 

15) Solución control de ionóforo A23187 en Medio BWW 

 

DMSO       10 µl 

Medio BWW, c.s.p.     10 ml 

 

 

16) Solución de Hoechst 33258 

 

Hoechst 33258     1 µg 

Solución de Citrato de sodio al 3%, c.s.p.  1 ml 

 

 

17) Solución stock de marcación con lectina PSA 

 

Lectina de Pisum sativum marcada con isitiocianato de fluoresceína 1 mg 

PBS          10 ml 

 

 

18) Solución stock de marcación con lectina PNA 

 

Lectina de Arachis hypogea marcada con isitiocianato de fluoresceína 1 mg 

PBS          10 ml 

 

 

19) Solución stock de marcación con lectina WGA 

 

Lectina de Triticum vulgaris marcada con isitiocianato de fluoresceína 1 mg 

PBS          10 ml 

 

 

20) Solución de CTC  

 
Clortetraciclina     20,61 mg 

Buffer de CTC, c.s.p.     40 ml 
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21) Buffer de CTC 

 

Tris       96,88 mg 

NaCl       303,88 mg 

Cisteína      24,24 mg 

Agua destilada, c.s.p.     40 ml 

 

pH= 7,8 

 

 

22) Solución de detención de CTC 

 

Glutaraldehido     1,25 ml 

Solución Tris-HCl, c.s.p.    10 ml 

 

 

23) Solución Tris-HCl 

 

Tris       2,42 g 

HCl, c.s.p.      10 ml 

 

 

C) Soluciones para congelamiento de semen ovino 
 

Para el congelamiento de semen ovino se utilizaron dos soluciones, llamadas Diluyente 

1 y Diluyente 2, preparadas a partir de dos soluciones Madre A y Madre B. 

 

24) Solución Madre A 

 

Tes       5,25 g 

Tris       1,26 g 

Fructosa      0,2 g 

Penicilina      0,167 g 

Agua destilada, c.s.p.     100 ml 

 

 

25) Solución Madre B 

 

Leche en polvo descremada    11g 

Sulfato de estreptomicina    0,264 g 

Agua destilada, c.s.p.     100 ml 

 

Se disuelve la leche en polvo descremada en agua destilada, luego se calienta en baño 

María hasta los 100 ºC. Se deja a esta temperatura durante 5 minutos. Luego se deja 

enfriar hasta llegar a temperatura ambiente, y recién entonces se agrega el sulfato de 

estreptomicina. 
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26) Diluyente 1 

 

Solución Madre A     38 ml 

Solución Madre B     38 ml 

Glicerol      4 ml 

Fructosa      2,7 g 

Agua destilada, c.s.p.     100 ml 

 

 

27) Diluyente 2 

 

Solución Madre A     38 ml 

Solución Madre B     38 ml 

Glicerol      4 ml 

Yema de huevo     20 ml 

 

 

 

D) Medios para capacitación de espermatozoides 
 

 

28) Solución de lavado de espermatozoides 

 

Albúmina Sérica Bovina (BSA)   3 g 

Buffer fosfato salino (PBS), c.s.p.   1000 ml 

 

 

29) Medio SOF (Fluído Oviductal Sintético) 

 

Stock S2      11 ml 

NaHCO3      16,8 mg 

Stock H      6 ml 

Piruvato de sodio     3,6 mg 

CaCl2       25,2 mg 

MgCl2.6H2O      10,0 mg 

Lactato de sodio (60%)    0,047 ml 

Glucosa      10,8 mg 

MEM-neaas      1 ml 

BME-eaas      2 ml 

BSA-FAF      300 mg 

Agua destilada, c.s.p.     100 ml 

 

Osmolaridad= 270-285 mOsm/Kg 

Ajustar a pH= 7,4 

 

Utilizar hasta 2 semanas después de preparado. 
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30) Solución Stock S2 

 

NaCl       6,294 g 

KCl       0,534 g 

KH2PO4      0,162 g 

Penicilina      0,060 g 

Sulfato de estreptomicina    0,050 g 

Agua destilada, c.s.p.     100 ml 

 

Guardar filtrado a 4 ºC, hasta 3 meses. 

 

 

31) Solución Stock H 

 

Hepes ácido      15 g 

Hepes, sal de sodio     16,25 g 

Rojo fenol      50 mg 

Disolver en H2O destilada, c.s.p.   500 ml 

 

Osmolaridad= 384 mOsm/Kg 

pH= 7.4-7.5 

Guardar filtrado a 4 ºC, hasta un mes. 

 

32) Solución SOF-m 

 

Stock S2      2 ml 

NaHCO3      42,0 mg 

Piruvato de sodio     0,72 mg 

CaCl2.2H2O      5,04 mg 

MgCl2.6H2O (solución 4M)    2,46 µl 

Lactato de sodio     9,4 µl 

Glucosa      5,4 mg 

Glutamina      2,92 ml 

MEM-neaas      0,2 ml 

BME-eaas      0,4 ml 

BSA-FAF      160 mg 

Penicilamina      0,06 mg 

Hipotaurina      0,022 mg 

Agua destilada, c.s.p.     20 ml 

 

Osmolaridad= 265-275 mOsm/Kg 

Ajustar a pH= 7,2-7,4 

 

Preparar semanalmente. 
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33) Medio BWW (Biggers, Whitten y Whittingham) 

 

Piruvato de sodio     0,028 g 

Lactato de sodio     2,416 g 

BSA       1,000 g 

Solución Stock de BWW, c.s.p.   1 litro 

 

Osmolaridad: 308 mOsm/Kg 

 

pH= 7,4-7,5 en equilibrio con 5% CO2 en aire. 

Preparar en el día de uso. 

 

 

34) Solución Stock de BWW (Biggers, Whitten y Whittingham) 

 

Na Cl       5,546 g 

KCl       0,356 g 

CaCl2 anhidro      0,189 g 

KH2PO4      0,162 g 

MgSO4.7H2O      0,294 g 

Glucosa      1,000 g 

NaHCO3      2,106 g 

Agua destilada, c.s.p.      1 litro 

 

Preparar cada mes. 

 

 

35) Medio BWW modificado (m-BWW) 

 

Piruvato de sodio     0,028 g 

Lactato de sodio     2,416 g 

Hepes ácido      0,0024 g 

Solución stock de BWW, c.s.p.   1 litro 

 

Ajustar el pH a 7,4 con NaOH 0,1N 
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