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Resumen

A diferencia de lo que ocurre en mamiferos, los espermatozoides de la mayoria de los peces se
encuentran inactivos en los testiculos. Su activacion se produce como consecuencia de un choque
osmoético (hiper o hipoosmético, segin se trate de especies de agua salada o dulce), cuando son
liberados al medio externo. Sin embargo, no existe un consenso en la comunidad cientifica sobre cual
es el mecanismo fisiolégico que induce la activacion espermatica. En la anguila europea, objeto de
estudio, trabajos previos han mostrado que la composicion i6nica del plasma seminal es mas
importante para la activacion que la del medio activador; ademas, han presentado al pH como el factor
mas importante de este Gltimo. El principal objetivo de este trabajo es estudiar la influencia del pH del
medio extracelular (pHe), tanto del plasma seminal como del agua de mar, en la activacion de la
motilidad espermatica en la anguila europea.

Un grupo de machos de anguila europea fue sometido semanalmente a inyecciones de gonadotropina
coridnica humana recombinante (rec-hCG) para inducir en ellos la maduracion sexual y, a partir de la
sexta dosis suministrada, la espermiacion. Veinticuatro horas después de cada inyeccion se extrajeron
las muestras de esperma y se evalud, en diferentes condiciones, la motilidad total y otros parametros
cinéticos de las mismas, mediante sistemas CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). EI pH
intracelular (pHi) se evalu6 por medio de citometria de flujo.

Los ensayos que se llevaron a cabo en el seno de este proyecto, incluyen: estudio del efecto del pH del
medio diluyente (plasma seminal artificial) y del medio activador (agua de mar) en la motilidad del
esperma y en el pH intracelular; estudio de la interaccion del pH con el potasio (K*) del medio
diluyente en la motilidad espermatica; y analisis del efecto del pH intracelular en la motilidad de los
espermatozoides, mediante el uso de un intercambiador de iones K*/H*.

Los resultados mostraron que el pH del medio activador tiene una mayor influencia sobre la motilidad
espermatica que el pH del medio diluyente. Asimismo, se observd la existencia de un gradiente de pH
entre el interior y el exterior celular en estado quiescente, asi como de variaciones en el pH intracelular
tras el inicio de la motilidad. Por Gltimo, no se observé efecto alguno de la interaccion del pH con el
potasio del medio diluyente sobre la motilidad espermatica, pero si del pH intracelular fijado con
nigericin sobre esta.
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Resum

A diferéncia del que passa en mamifers, els espermatozoides de la majoria dels peixos es troben
inactius als testicles. La seva activacié es produeix com a conseqiiéncia d'un xoc osmotic (hiper o
hipoosmotic, segons es tracti de peixos d'aigua salada o dolga), quan son alliberats al medi extern. No
obstant aix0, no existeix un consens en la comunitat cientifica sobre quin és el mecanisme fisiologic
gue indueix l'activacio espermatica. En l'anguila europea, objecte d'estudi, treballs previs han mostrat
que la composici6 ionica del plasma seminal és més important per a l'activacié que la del medi
activador; a més, han presentat el pH com el factor més important d'aquest altim. El principal objectiu
d'aquest treball és estudiar la influencia del pH del medi extracel-lular (pHe), tant del plasma seminal
com de l'aigua de mar, en l'activacié de la motilitat espermatica de I'anguila europea.

Un grup de mascles d'anguila europea va ser sotmeés setmanalment a injeccions de gonadotropina
corionica humana recombinant (rec-hCG) per induir la maduracié sexual i, a partir de la sisena dosi
subministrada, I’espermiacio. Vint-i-quatre hores després de cada injeccio es van extraure les mostres
d'esperma i es va avaluar, en diferents condicions, la motilitat total i altres parametres cinétics de les
mateixes mitjangant sistemes CASA (Computer Assisted Sperm Analysis). El pH intracel-lular (pHi)
es va avaluar per mitja de citometria de flux.

Els assajos que es van dur a terme en el si d'aquest projecte, inclouen: estudi de I'efecte del pH del
medi diluent (plasma seminal artificial) i del medi activador (aigua de mar) en la maotilitat de I'esperma
i en el pH intracel-lular; estudi de la interaccié del pH amb el potassi (K*) del medi diluent en la
motilitat espermatica; i analisi de I'efecte del pH intracel-lular en la motilitat dels espermatozoides,
fent Us d'un intercanviador d'ions K*/H*.

Els resultats van mostrar que el pH del medi activador té una major influéncia sobre la motilitat
espermatica que el pH del medi diluent. Aixi mateix, es va observar I'existéncia d'un gradient de pH
entre l'interior i l'exterior cel-lular en estat quiescent, aixi com de variacions en el pH intracel-lular
després de I'inici de la motilitat. Per Gltim, no es va observar cap efecte de la interaccio del pH amb el
potassi del medi diluent sobre la motilitat espermatica, pero si del pH intracel-lular fixat amb nigericin
sobre aquesta.

Paraules Clau
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Abstract

Unlike what happens in mammals, most fish sperm is inactive in the testicles. Its activation occurs as
a consequence of an osmotic shock (hyper or hypoosmotic, depending on whether it is marine or
freshwater species), when they are released to the external environment. However, there is no
consensus in the scientific community about what is the physiological mechanism that induces sperm
activation. In the European eel, object of study, previous research projects have shown that the ionic
composition of the seminal plasma is more important for the activation than that of the activating
medium; in addition, pH was shown as the most important factor of the latter. The main objective of
this paper is to study the influence of the pH of the extracellular medium (pHe), both seminal plasma
and seawater, in the activation of sperm motility in European eel.

A group of European eel males underwent weekly injections of recombinant human chorionic
gonadotropin (rec-hCG) to induce sexual maturation and, from the sixth dose supplied, the
spermiation. Twenty-four hours after each injection, the sperm samples were collected and, under
different conditions, the total motility and other kinetic parameters of the same were evaluated by
means of CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) systems. The intracellular pH (pHi) was
evaluated via flow cytometry.

The tests that were carried out within this project include: study of the effect of the pH of the diluting
medium (artificial seminal plasma) and the activating medium (seawater) on sperm motility and
intracellular pH; study of the interaction of the pH and the potassium (K*) of the diluent in sperm
motility; and analysis of the effect of intracellular pH on sperm motility, through the use of a K*/H*
ion exchanger.

The results showed that the pH of the activating medium has a greater influence on sperm motility
than the pH of the diluting medium. Likewise, the existence of a pH gradient between cellular interior
and exterior in a quiescent state, as well as variations in intracellular pH after the onset of motility
were observed. Finally, no effect of the interaction of the pH and the potassium of the diluent medium
was observed on sperm motility, but the intracellular pH fixed with nigericin had an effect on it.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Descripcion y taxonomia de la anguila europea

La anguila europea (Anguilla anguilla, Linnaeus 1758) es un pez teledsteo eurihalino presente en aguas
de Europa y norte de Africa. Pertenece al antiguo superorden Elopomorpha, al orden Anguilliformes y
a la familia Anguillidae. Se caracteriza por tener un cuerpo alargado de entre 40 y 60 cm, aunque el
tamafio de las hembras puede llegar a superar los 130 cm (Dekker et al., 1998). Dicho cuerpo, parecido
al de una serpiente, es cilindrico en la mitad anterior y tiene el extremo posterior comprimido
lateralmente. Cuenta con dos pequefias aletas pectorales y una Unica aleta larga y continua que deriva
de la fusion de las aletas dorsal y anal con la caudal (Deelder, 1984).

La piel de la anguila europea esta compuesta por diminutas escamas elipticas y contiene abundantes
glandulas mucosas que le aportan viscosidad y resistencia a cambios osmoéticos (Gutiérrez, 2003). En
su estado de larva leptocephala son pequefias, con forma de hoja y transparentes, color que mantendréan
en la siguiente fase de angula sin pigmentar (glass eel en inglés). Tras un proceso de metamorfosis, los
jévenes ejemplares adquieren un lomo de color verdoso y un vientre amarillento (estado de anguila
amarilla), que tras 6-20 afios de crecimiento cambiaran a negruzco en el lomo y plateado en los costados
y vientre (etapa de anguila plateada), antes de comenzar la migracién reproductiva al mar (Van Ginneken
& Thillart, 2000).

1.2. Ciclo biolégico y situacion actual

Gracias a las expediciones en el Océano Atlantico realizadas por el bi6logo danés Johannes Schmidt,
que encontrd pequefias larvas de anguila europea en el Mar de los Sargazos hace aproximadamente 100
afios, se obtuvieron las primeras evidencias acerca del ciclo biolégico y del sitio de desove de esta
especie (Figura 1; Van Ginneken & Maes, 2005).
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Figura 1. Ciclo biolégico de la anguila europea (Jiménez, 2016).
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Cuando las anguilas alcanzan una longitud de 30-40 cm (6-12 afios) en el caso de los machos y 55-65
cm (10-20 afios) en el de las hembras, los ejemplares abandonan los rios y lagos continentales en otofio
(en funcidn de la fase lunar y las condiciones atmosféricas; Desaunay & Guerault, 1997; Okamura et
al., 2002; Tesch, 2003) y comienzan su migracion reproductiva, que duraré alrededor de 6-7 meses.
Entre otros cambios fisiologicos, en esta etapa migratoria sus 0jos se agrandan, su color cambia y se
cree que se inicia su desarrollo sexual. Tras el desove en el Mar de los Sargazos, los adultos mueren
(Usui, 1991) v las larvas nacidas viajan con la Corriente del Golfo durante aproximadamente 1 afio
(Lecomte-Finiger, 1994; Arai et al., 2000), hasta alcanzar las costas europeas. Acto seguido,
experimentan una primera metamorfosis (glass eel), ascienden por los rios y colonizan areas de agua
dulce, donde inician su actividad tréfica y crecen, permaneciendo sexualmente inmaduras (Tesch, 2003).
Su principal fuente de alimento son los invertebrados acuéticos, pero adaptan su dieta a la fuente
nutritiva mas abundante en cada zona, incluyendo organismos muertos (Sinha & Jones, 1975).

Alrededor de 5.000 toneladas de anguila europea se consumen anualmente en el mundo (FishStatJ,
2016). La cria en cautividad de la anguila europea es actualmente inviable y, por ello, su produccion en
acuicultura se basa en la captura de especimenes en etapa de angula y posterior engorde en piscifactorias
(Usui, 1991). Esto ha llevado a una sobreexplotacion pesquera (Castonguay et al., 1994; Dekker, 2003)
gue, sumada a otros factores como la contaminacion (especialmente por PCB tdxicos que se liberan de
las reservas de grasa de las anguilas durante su migracion; Castonguay et al., 1994), cambios climéticos
y oceanograficos (Knights, 2003) e infecciones virales y parasitarias (Norton et al., 2005), han
provocado, desde los afios 1970, un descenso muy grave de las poblaciones y capturas de anguila
europea (Figura 2) y de otras especies de anguila alrededor de todo el mundo (Stone, 2003).

Global Capture Production for species (tonnes)
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Figura 2. Captura en toneladas de anguila europea a nivel mundial (FishStatJ, 2016).

Segun el informe del Grupo de Trabajo en Anguilas del Consejo Internacional para la Exploracion del
Mar (ICES WGEEL) de 2017, el indice de captura de angula sin pigmentar (que es una medida del éxito
del desove reciente) ha descendido hasta situarse en un minimo historico de aproximadamente el 1-8%
del registrado en el periodo 1960-1979. Ante tal situacion de emergencia, la anguila europea ha sido
clasificada en la Lista Roja de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN)
como una especie en “peligro critico de extincion”. Por su parte, la Union Europea aprob6 en 2007 el
Reglamento (CE) 1100/2007, por el que se establecen medidas para la recuperacion de la poblacion de
anguila a través de planes nacionales de gestion especificos.
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A nivel de investigacion, la anguila constituye un excelente modelo para el estudio del esperma de peces,
ya que es posible obtener su semen durante todo el afio por medio de inyecciones semanales de
gonadotropina corionica humana recombinante (rec-hCG), que provocan la espermiacion al cabo de

unas 5-6 semanas (Pérez et al., 2000).

1.3. Estructura general del espermatozoide de los peces

Los espermatozoides de los organismos acuaticos son células moviles flageladas, que se liberan al agua
durante la puesta. En los espermatozoides de la mayoria de las especies acuéticas, se distinguen tres
secciones principales (Stoss, 1983): una cabeza ovalada, que alberga al nlcleo y al acrosoma (ausente
en gran parte de peces teledsteos; Afzelius, 1959), envueltos por una membrana plasmatica; una pieza
media que contiene el centriolo y gran cantidad de mitocondrias; y, por Gltimo, un flagelo encargado de
impulsar al espermatozoide mediante rdpidos movimientos helicoidales. En muchas especies marinas,
el flagelo (50-60 um de largo) adopta forma de cinta, en vez de cilindrica, lo que proporciona una mejor
movilidad al espermatozoide (Cosson et al., 1997).

A la estructura interna del flagelo, que constituye la maquinaria esencial para la motilidad, se la conoce
como axonema (Figura 3). En la mayoria de los peces, el axonema es de tipo “9+2”, es decir, esta
compuesto por 9 pares de microtibulos periféricos (A y B) unidos por anexina y un par central. El
microtubulo A, de menor tamafio y mas interno que el B, presenta dos brazos de dineina capaces de
interaccionar de manera ATP-dependiente con este ultimo, generando asi el movimiento.

942 axoneme 940 axoneme
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Figura 3. Estructura de los axonemas de espermatozoides de diferentes especies marinas (adaptado
de Dawe et al., 2007).

No obstante, el flagelo de algunas especies, como es el caso de la anguila europea, carece del par central
de microttbulos (9+0; Billard et al., 1973; Todd, 1976), rasgo caracteristico de los peces del superorden
Elopomorpha (Mattei & Mattei, 1975). También es caracteristica en alguna de las especies
pertenecientes a la infraclase Teleostei (incluida la anguila europea), la ausencia de las conexiones
radiales y de los brazos de dineina externos (Baccetti et al., 1979; Gibbons et al., 1983, 1985). Sin
embargo, a diferencia de lo que ocurre en otras especies eucariotas con una estructura reducida del
axonema, el flagelo de la anguila europea sigue siendo capaz de alcanzar frecuencias de batido
excepcionalmente altas, equiparables a la de flagelos con estructura “9+2” (Gibbons & Gibbons, 1973).

3



Introduccién

Como se ha adelantado, la motilidad de los espermatozoides viene dada por accion de los brazos de
dineina, que producen fuerza a través de la hidrélisis de ATP, logrando el deslizamiento activo de un
par de microtubulos respecto al adyacente. Esto produce un movimiento ondulatorio que se transmite
rapidamente a lo largo del flagelo (Inaba, 2011).

1.4. Plasma seminal de los peces

El semen estd compuesto por espermatozoides suspendidos en un medio fluido, denominado plasma
seminal. La composicién bioguimica del plasma seminal es muy compleja y variable entre las diferentes
especies de peces (Billard, 1983), pero no deja de ser en todas ellas un medio nutritivo y protector para
las células espermaticas suspendidas en él, ademas de jugar un papel clave en su metabolismo, funcion
y supervivencia (Juyena & Stelletta, 2012).

El plasma seminal de los teledsteos es producido por los testiculos (Clemens et al., 1964) y el conducto
espermatico (Billard et al., 1971), cuyo epitelio es secretor. En ambos compartimentos, los
espermatozoides permanecen inmdviles por las condiciones del plasma seminal. Existen amplias
variaciones en la fisiologia y composicion del plasma seminal entre las especies de la infraclase
Teleostei, habiéndose determinado las concentraciones de varios compuestos organicos, tales como
azlcares, lipidos, aminoacidos libres, acido citrico, glicerol o vitaminas, asi como de compuestos
minerales (K*, Ca?", Mg?*y Na*), en varias de ellas (Billard & Menezo, 1984; Piironen, 1985; Morisawa,
1985). Una peculiaridad del plasma seminal de los teledsteos es su elevada concentracion proteica,
superior a la de cualquier otro compuesto organico (Loir et al., 1990). Esto ha fomentado la realizacion
de varios estudios protedmicos de este fluido en las Ultimas décadas (Mochida et al., 1999; Lahnsteiner,
2007; Ciereszko et al., 2012), revelandose la importancia de ciertas proteinas (transferrinas,
lipoproteinas, etc.) en la proteccion, motilidad y calidad espermatica.

En el caso concreto de la anguila europea, las caracteristicas fisicoquimicas y la composicién ionica del
plasma seminal fueron estudiadas por Asturiano et al. (2004). Sus resultados, ademas de evidenciar la
importancia de este fluido en el almacenamiento y calidad espermatica, permitieron determinar las
mejores condiciones para disefiar un medio isoidnico diluyente (P1) para el manejo y la criopreservacion
del esperma de anguila europea (Pefiaranda et al., 2009). Por otra parte, Pefiaranda et al. (2010a) y
Vilchez et al. (2016a) identificaron los principales cambios en el perfil proteico del plasma seminal de
la anguila europea durante la espermiacion inducida.

1.5. Motilidad espermatica en peces

Tras un largo periodo de espermatogénesis que, segln la especie, puede prolongarse durante varias
semanas 0 meses, los espermatozoides de los organismos marinos con fertilizacion externa se liberan al
agua durante la puesta, desde donde tendran que alcanzar el micropilo ovarico en un corto periodo de
tiempo (varios segundos a minutos) para la entrega de la informacion genética (Cosson et al., 2008).
Esto requiere que su motilidad se active por completo inmediatamente después del contacto con el agua,
para acto seguido impulsarse a una alta velocidad.
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La transicion entre el estado quiescente que los espermatozoides mantienen en el tracto genital
masculino y el estado activado que requiere la fertilizacion, viene dada por diferentes estimulos, como
pueden ser cambios en la presion osmatica, composicion ionica y gaseosa del medio externo o sustancias
derivadas del 6vulo (Dzyuba & Cosson, 2014). No existe pues, un desencadenante comin para todas las
especies acuaticas, siendo los mas relevantes la hiperosmolalidad del agua en peces marinos, la
hipoosmolalidad de esta en peces de agua dulce y una disminucién en la concentracion del potasio
circundante en salménidos (Figura 4; Morisawa & Suzuky, 1980; Morisawa et al., 1983; Billard &
Cosson, 1992; Billard et al., 1993; Linhart et al., 1999).

A Salménidos B Peces de agua dulce C  Peces marinos
[K*] seminal Isoosmolaridad en Isoosmolaridad en
(10-90 mM) el plasma seminal el plasma seminal
(300 mOsm) (300 mOsm/kg)
Baja [K] en Hipoosmolaridad Hiperosmolaridad
asna dulce en el agua dulce en el agua de mar
A (10 mOsm/kg) (1100 mOsm/kg)

Figura 4. llustracién esquemética que muestra como los espermatozoides de salménidos (A), peces de agua
dulce (B) y peces marinos (C) inician su motilidad durante el desove natural (adaptado de Morisawa, 2008).

A los diferentes estimulos ambientales les siguen cambios fisioldgicos a nivel de membrana plasmatica
y una transduccion intracelular de sefiales, de la mano de segundos mensajeros, como el Ca?* o el AMPc
(Morisawa, 1994, 2008; Cosson et al., 2008; Dzyuba & Cosson, 2014), que culmina en la activacion de
las dineinas del axonema tras una serie de fosforilaciones y desfosforilaciones (Inaba et al., 1999; Inaba,
2003; Nomura et al., 2000).

1.5.1. Factores que afectan a la motilidad espermética

Si bien se ha visto que existen diferentes mecanismos por los que el esperma de las diferentes especies
de peces inicia su motilidad, los factores implicados en este proceso son comunes en la mayoria de ellas.
Dichos factores son, principalmente, la osmolalidad, el pH, el flujo de iones y, en algunas especies, los
atrayentes quimicos liberados por el huevo (Alavi & Cosson, 2006).

1.5.1.1. Osmolalidad

En contraste con lo que ocurre en reptiles 0 mamiferos, los espermatozoides de la mayoria de los peces,
incluidos los teledsteos, son inmdviles en el tracto genital masculino (Stoss, 1983). Esta condicion
quiescente viene dada, salvo excepciones, por la osmolalidad y la composicion del plasma seminal
(Billard, 1986). La osmolalidad del plasma seminal difiere significativamente entre los peces de agua
dulce y salada, oscilando entre 230 y 346 mOsm/kg y entre 249 y 400 mOsm/Kkg, respectivamente
(Morisawa & Suzuki, 1980; Alavi & Cosson, 2006), pero tanto el agua dulce (20-40 mOsm/kg) como
el agua de mar (600-1800 mOsm/kg) representan, respectivamente, un ambiente hipoténico o
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hipertonico capaz de desencadenar la activacion de los espermatozoides (Billard et al., 1993; Morisawa,
1994).

Asi pues, el modelo actual para explicar el proceso de activacion de la motilidad espermatica, indica que
la primera sefial recibida por la membrana es de caracter osmotico. A esta le sigue un flujo de agua en
direccion opuesta al gradiente osmotico, que conlleva cambios de volumen y distorsiones en la
membrana plasmatica de los espermatozoides (Cosson et al., 2008). A su vez, las alteraciones en la
bicapa lipidica constituyen una segunda sefial mecéanica que es percibida por canales i6nicos
mecanosensibles, que aumentan la permeabilidad de la membrana a iones como el Ca?* y el K* (Krasznai
et al., 2003; Yang & Sachs, 1993). Los canales mecanosensibles pueden, ademas, asociarse con otras
proteinas de membrana y modular su actividad (VVandorpe et al., 1994); estas proteinas asociadas pueden
ser, por ejemplo, canales de agua (acuaporinas) involucrados en el transporte de agua a través de la
membrana, aumentando hasta 1000 veces la velocidad de difusion de la misma (Abascal et al., 2007).

1.5.1.2. pH

Tanto el pH extracelular como el pH intracelular constituyen importantes factores en el inicio de la
motilidad espermatica en especies marinas. Ya en el espermiducto, una alcalinizacion del plasma
seminal hasta valores de pH de alrededor de 8.0, es requerida para la completa maduracion de los
espermatozoides en salménidos (Morisawa & Morisawa, 1988) y en anguila japonesa (Ohta et al., 1997).

Asimismo, el pH del plasma seminal sigue ejerciendo un papel clave en la viabilidad y conservacion de
la motilidad de los espermatozoides in vitro. Se ha podido comprobar en diversas especies de teledsteos,
como el pez globo (Takifugu niphobles; Oda & Morisawa, 1993), la trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss; Boitano & Omoto, 1991), la carpa comudn (Cyprinus carpio; Lahnsteiner etal., 1996) y la anguila
japonesa (Anguilla japdnica, Miura et al., 1995), que la incubacion del esperma en medios diluyentes
acidos (pH 6.5-7.4) origina una reduccion de la motilidad que no es observada en medios basicos (pH
7.8-8.5). Ademas, tal y como describieron Gatti et al. (1990) en estudios realizados en salmonidos, el
pH extracelular tiene una influencia directa sobre el pH intracelular de los espermatozoides en estado
quiescente, existiendo entre ambos un gradiente importante para el mantenimiento de la funcionalidad
del esperma. A su vez, se ha descrito que el pHi ejerce un efecto directo sobre la actividad de las dineinas
del axonema en salmonidos (Woolsey & Ingermann, 2003).

En aquellas especies acudaticas con fecundacion externa, el pH del medio activador al cual son liberados
los espermatozoides también influye enormemente en el inicio de la motilidad espermética (Alavi &
Cosson, 2005). En varias especies de peces, como los esturiones (Acipenser baeri; Gallis et al., 1991),
el pez globo (Takai & Morisawa, 1995), la anguila japonesa (Tanaka et al., 2004) o la trucha arcoiris
(Kutluyer, 2018), se ha probado que aguas alcalinas (pH 7.4-9.0) favorecen la activacion de la motilidad
del esperma, mientras que aguas acidas (pH 6.0-7.2) la reducen o inhiben.

Durante el proceso de activacion espermaética, el pH intracelular también sufre cambios, cuya relacion
con la motilidad de los espermatozoides difiere entre las distintas especies de peces. En invertebrados,
mamiferos, ciprinidos y pez globo, se ha observado un incremento del pH con el inicio de la motilidad
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del esperma (Wong et al., 1981; Lee et al., 1983; Boitano & Omoto, 1991; Krasznai et al., 1995),
mientras que en salmonidos y anguila europea se ha observado un descenso del mismo (Boitano &
Omoto, 1991; Gallego et al., 2014). Todos los estudios, excepto los realizados por Oda & Morisawa
(1993) coinciden, no obstante, en que los cambios en el pH intracelular no son capaces de inducir la
motilidad espermatica por si solos, como si lo son los cambios en la osmolalidad del medio.

1.5.1.3. Flujo de iones

El uso de inhibidores especificos de canales ionicos, asi como de técnicas fluorométricas y
electrofisioldgicas de cuantificacion intracelular de iones, ha permitido demostrar la existencia de flujos
de iones durante la activacion del esperma de diversas especies de peces. Morisawa & Suzuki (1980)
establecieron que altas concentraciones de K* en el plasma seminal inhiben la motilidad espermatica en
salmonidos, siendo necesaria para su activacion la salida de K* en aguas dulces con baja concentracion
en este ion. El flujo de salida de potasio, con el consiguiente descenso de su concentracion intracelular,
también se da en el esperma de la carpa, para que este adquiera motilidad (Krasznai et al., 1995). Sin
embargo, estudios en peces marinos como el pez globo (Takai & Morisawa, 1995) o la anguila europea
(Gallego et al., 2014) han descrito un incremento en la concentracion intracelular de K* durante la
activacion del esperma.

Otros trabajos han revelado que el papel del Ca?* es crucial en la sefializacion e inicio de la motilidad
espermatica en peces. En la carpa, tanto la ausencia de este catién en el medio activador, como el blogueo
de canales especificos del mismo, inhiben el inicio de la motilidad espermética y evidencian que un
influjo de calcio es indispensable en este proceso (Krasznai et al., 2000). Un aumento en la
concentracion intracelular de Ca?* durante la activacion del esperma también se ha reportado en la
anguila europea (Gallego et al., 2014) y el pez globo (Oda & Morisawa, 1993).

En cuanto a la funcion de otros iones, como el Na*, en el inicio de la motilidad de los espermatozoides,
existen pocos estudios en peces. Krasznai et al. (2003) reportaron que en la carpa se da una disminucion
en la concentracidn intracelular de Na* durante la activacién espermatica, mientras que Vilchez et al.
(2016b) describieron un aumento en la concentracion intracelular de dicho ion en la anguila europea.

1.5.1.4. Quimiotaxis

Dan (1950) describi6 el fendmeno de quimiotaxis espermatica por primera vez en el reino animal en el
hidrozoo Spirocodon saltatrix, entendiendo a este como la capacidad de atraccién y activacion que el
6vulo es capaz de ejercer sobre los espermatozoides. Desde entonces, los mecanismos moleculares de
la quimiotaxis se han investigado en numerosos filos animales: Chordata, Cnidaria, Mollusca (Cosson
et al., 1984; Miller, 1985; Ralt et al., 1991) y Echinodermata (Punnett et al., 1992).

La quimioatraccion ha sido estudiada en profundidad en invertebrados marinos como el erizo de mar
(Ohtake, 1976) y varios ascidiaceos (Miller, 1975; Kaupp et al., 2006; Shiba et al., 2006), pero entre los
vertebrados, el Unico pez en el que hay estudios solidos es el arenque del Pacifico (Clupea pallasi).
Cuando los espermatozoides de esta especie son liberados al agua de mar, su motilidad apenas es
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activada por el choque hiperosmético (Morisawa et al., 1992), pudiendo llegar a permanecer totalmente
inmdviles (YYanagimachi et al., 1992). El posterior depdsito de los huevos por parte de las hembras y las
sustancias derivadas de los mismos son, en cambio, los verdaderos inductores de la motilidad
espermatica en esta especie (Yanagimachi, 1957).

Se han identificado dos factores activadores de espermatozoides en los huevos del arenque del Pacifico:
el péptido activador del esperma del arenque (HSAP) y el factor de iniciacion de la motilidad del
esperma (SMIF; Oda et al., 1995). El primero es una proteina soluble en agua liberada por el huevo en
el agua circundante (Morisawa et al., 1992) y el segundo, una glicoproteina localizada sobre el corion
de los huevos, en las proximidades de los micropilos (Pillai et al., 1993). Ambos metabolitos causan
una despolarizacién en la membrana de los espermatozoides y un aumento de Ca?' intracelular,
activando y guiando a estos en el proceso de fecundacion (Vines et al., 2002).

1.5.2. Transduccion de sefales: AMP ciclico

El espacio interno de un espermatozoide es limitado, pero una delgada capa de citoplasma conecta las
diferentes areas de la célula y contiene mediadores que permiten que esta decodifique las sefiales
recibidas y las entregue, en Gltima instancia, al axonema (Dzyuba & Cosson, 2014). Si bien se requieren
mas estudios para elucidar el mecanismo de transduccion de sefiales en el inicio de la motilidad de los
espermatozoides, se ha podido comprobar que, en mamiferos, ascidiaceos, erizo de mar y salmonidos,
segundos mensajeros como el AMPc juegan un papel clave en esta sefializacion (Okamura et al., 1985;
Bracho et al., 1998; Kho et al., 2001).

En salmonidos, se ha observado que la hiperpolarizacion de la membrana y el aumento de la
concentracién de Ca?* intracelular producen la activacion de la adenilil ciclasa, involucrada en la sintesis
de AMPc (Morisawa & Ishida, 1987). Este nucledtido activa a la proteina quinasa A, que inicia una
cascada de fosforilaciones en la que participan tirosina quinasas y cuyo Ultimo objetivo son los brazos
de dineina de los microttbulos del axonema (Inaba et al., 1998; Itoh et al., 2003).

Sin embargo, en los peces marinos y en el resto de peces de agua dulce, varios estudios apuntan a una
activacion del flagelo por fosforilacion de proteinas en rutas independientes del AMPc, cuyos
mecanismos moleculares no han sido elucidados (Morisawa, 2008). Esto se ha podido comprobar en la
lubina rayada (Morone saxatilis; He et al., 2004), la tilapia (Oreochromis mossambicus; Morita et al.,
2006) y la carpa, donde la motilidad de espermatozoides sin membrana se puede reactivar en ausencia
de AMPc, y donde el nivel intracelular de este tampoco cambia durante el inicio de la motilidad en
espermatozoides con la membrana intacta (Krasznai et al., 2000).

1.5.3. Mecanismo de activacion espermatica en especies marinas

La activacion de la motilidad de los espermatozoides de los peces es un proceso que dura fracciones de
segundo, haciendo que los estudios de los procesos bioquimicos que subyacen a la actividad de las
estructuras del axonema sean técnicamente dificiles (Cosson, 2010). Hasta el momento, se ha podido
comprobar en varios teledsteos, como el pez globo (Oda & Morisawa, 1993), el bacalao (Morisawa &
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Suzuky, 1980) o la anguila europea (Pefiaranda et al., 2009), que, como se ha adelantado, las células
espermaticas son quiescentes en el plasma seminal y adquieren motilidad cuando entran en contacto con
un medio hiperténico.

En la Figura 5 se resume el modelo general de activacidn espermatica en especies marinas, propuesto
por Morisawa (2008). Basicamente, el choque hiperosmdtico que sufren los espermatozoides al ser
liberados al agua de mar, provoca sobre su membrana plasmatica un chogque osmético, liberdndose agua
citoplasmatica a través de acuaporinas y activandose canales de Ca?* (que también se libera de reservas
intracelulares) y K* (Ho & Suarez, 2003; Krasznai et al., 2003; Cosson et al., 2008; Gallego et al., 2014).
El aumento de la concentracion citoplasmatica de estos iones provoca la despolarizacién de la membrana
(Cosson, 2010) y la consiguiente activacion de una cascada de sefializacion intracelular.

A diferencia de lo que ocurre en mamiferos y salménidos, en los que se ha demostrado el papel de
segundos mensajeros como el AMPc y de diversas quinasas en la activacién de las dineinas del axonema
(Morisawa & Ishida, 1987; Inaba, 2003), en las especies marinas se sabe poco sobre este tema. En la
lubina rayada, la actividad del flagelo parece iniciarse mediante la fosforilacion de algunas proteinas
especificas a través de una via insensible a la presencia de AMPc, pero dependiente de los niveles
intracelulares de Ca?* y de la presencia de proteinas de unién al calcio en el axonema, como la
calmodulina (He et al., 2004). Resultados similares se observaron en la tilapia (Morita et al., 2006).

Con todo, el flagelo de los espermatozoides empieza a batir a alta velocidad, pero disminuye
rapidamente hasta detenerse debido, segun Cosson et al. (2008), a dos razones: la concentracion idnica
intracelular se vuelve demasiado alta para que las dineinas mantengan una correcta actividad y la
concentracion de ATP mengua, volviéndose insuficiente para la actividad flagelar. Sin embargo, esta
hip6tesis no se ha demostrado todavia.

La motilidad del esperma es inhibida en el plasma seminal por
isoosmolaridad

¢

Desove en agua salada

'

Hiperosmolaridad

¢

Despolarizacion de la membrana

Liberacion de Ca?* de la reserva intracelular
0
Influjo de Ca®* a través de canales de calcio

Aumento del K* intracelular

Seiializacion Ca**dependiente y AMPc independiente

¢

Iniciacion de la motilidad espermatica

Figura 5. Esquema del mecanismo de la iniciacion de la motilidad espermatica en especies de agua
marina (adaptado de Morisawa, 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Con el presente trabajo se pretende aportar luz a los mecanismos involucrados en la activacion de los

espermatozoides de la anguila europea, a través del estudio del efecto del pH ambiental en el inicio de

la motilidad de los mismos.

2.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos que se han fijado en este estudio, son:

1. Determinar el efecto del pH del medio diluyente (plasma seminal artificial) sobre los

parametros cinéticos del esperma de la anguila europea.

Evaluar el impacto de la modificacion del pH del medio diluyente sobre el pH intracelular de
los espermatozoides de la anguila europea.

Determinar el efecto del pH del medio activador (agua de mar) sobre los parametros cinéticos
gue definen a la motilidad del esperma de la anguila europea.

Estudiar la variacion del pH intracelular post-activacion en funcién del pH del medio diluyente,
en condiciones de motilidad (pH 8.2 del agua de mar) y de no motilidad (pH 6.5 del agua de
mar).

Con el objetivo de estudiar la viabilidad e interés de realizar posteriores estudios a mayor escala, se han

realizado, de manera adicional, dos pruebas piloto en las que se evalua el efecto del ambiente idnico y

del pH del medio diluyente, asi como del pH intracelular, sobre la motilidad del esperma de la anguila

europea. Sus propdsitos concretos, son:

1.
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Estudiar la interaccion entre la concentracion de potasio y el pH del medio diluyente en la
motilidad de los espermatozoides de la anguila europea.

Comprobar si existe un pH intracelular mas adecuado para la adquisicion de motilidad
espermatica en anguila europea, fijando el pHi del esperma con el ionéforo nigericin.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Quimicos y soluciones

La albumina sérica bovina o BSA (Bovine Serum Albumine) se adquirié a Sigma-Aldrich (San Luis,
Misuri, EE.UU). EI fluorocromo SNARF-5F AM (colorante indicador de pH), los reactivos DMSO,
Pluronic® F-127 y nigericin free acid se adquirieron en Molecular Probes (Life Technologies, Madrid,
Espafia). La solucion stock 2 mM de SNARF-5F AM se prepard en Pluronic al 20% en DMSO; el stock
10 mM de nigericin se prepard en etanol 96 %; se usaron como se describe en las secciones 3.6 y 3.8.2.
En todos los casos, la concentracion final de DMSO en el esperma era inferior al 0.05 %, pudiéndose
descartar, por lo tanto, cualquier efecto del mismo sobre la motilidad.

3.2. Mantenimiento de los peces y tratamiento hormonal

Un total de 24 machos de anguila (peso corporal medio 105.7 £ 4.2 g) fueron trasladados a las
instalaciones de la Universitat Politécnica de Valéncia desde la piscifactoria Valenciana de Acuicultura,
S.A. (Puzol, Valencia). Como se puede observar en la Figura 6, los peces se distribuyeron en dos
acuarios de 90 L (12 anguilas por acuario), que fueron tapados y cubiertos con paneles negros para evitar
la huida de las anguilas y la entrada de luz, y equipados con sistemas de recirculacién de agua, filtros,
termostatos y enfriadores. Durante una semana, los animales fueron aclimatados paulatinamente al agua
de mar (elevando la salinidad hasta 37 £ 0,3 g/l) y, como en ensayos previos (Pefiaranda et al., 2010b;
Vilchez et al., 2017), se mantuvieron en dicha agua a 20 °C hasta el final del experimento.

Figura 6. Acuarios donde se mantuvieron a las anguilas durante el experimento.

Con tal de asegurar el bienestar de los animales y la estabilidad de las condiciones experimentales, se
midieron los principales parametros que reflejan la calidad del agua dos veces por semana. Para
determinar dichos parametros, cuyo rango de valores se muestran en la Tabla 1, se utilizaron los
siguientes aparatos de medida: Handy Polaris (Oxyguard), para medir la temperatura y el oxigeno
disuelto; tiras colorimétricas para medir el pH; Kits colorimétricos (Aquamerck™ MERCK®) para
medir los niveles de amonio, nitratos y nitritos, y un refractémetro para medir la salinidad. En caso de
detectar valores andmalos en alguno de ellos, se procedia a renovar parcialmente el agua de los acuarios.
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Tabla 1. Rangos de los valores registrados para los principales pardmetros de calidad del agua.

Parédmetros Rango de valores

Temperatura 19-21 °C

Oxigeno disuelto 5.2-6.2 mg/L

pH 7.7-8.0

Salinidad 37-38 g/L
Amonio 0-1 mg/L

Nitratos 25-150 mg/L

Nitritos 0-0.075 mg/L

Tras cumplirse la semana de aclimatacion de las anguilas desde el agua dulce al agua de mar, se inici
el tratamiento hormonal con gonadotropina coriénica humana recombinante (rec-hCG; Ovitrelle, Merck
Serono, Madrid). Una vez por semana, las anguilas se anestesiaban con benzocaina (60 ppm) y se
pesaban individualmente, antes de recibir una dosis de 1.5 Ul/g de pez de rec-hCG (diluida en NaCl al
0,9 %) mediante inyeccion intraperitoneal (Pérez et al., 2000).

Las anguilas se mantuvieron en ayuno durante todo el experimento para simular su etapa migratoria en
el mar y se manejaron de acuerdo con la normativa de la Union Europea relativa a la proteccion de
animales utilizados para fines cientificos (Dir. 2010/63/UE).

3.3. Recoleccion de esperma y muestreo

Desde la 6% semana de tratamiento hormonal, las muestras de esperma se recolectaron una vez por
semana, hasta el final del experimento (con un total de 14 muestreos en el transcurso del mismo). Con
el fin de obtener la maxima calidad de esperma (Pérez et al., 2000), las muestras se extrajeron 24 h
después de la administracion de la hormona. Estas se recolectaron en tubos Falcon de 15 mL, aplicando
una suave presion en el abdomen de las anguilas anestesiadas y con la ayuda de una bomba de vacio, tal
y como se muestra en la Figura 7.

Figura 7. Recoleccién del esperma de anguila europea.

12



Material y métodos

Previamente a la toma de muestras, el area genital de los animales se limpiaba con agua destilada y se
secaba para evitar la contaminacion del esperma con heces, orina y agua de mar (medio activador). Una
vez obtenido el semen, se mantenia refrigerado a 4 °C hasta el analisis de motilidad, cuyo inicio acaecia
dentro de la primera media hora después de la recoleccion.

3.4. Medios diluyentes y activadores

La Tabla 2 muestra la composicion de los medios diluyentes y de activacidn. Los primeros se usaron
como plasma seminal artificial en este estudio (Pefiaranda et al., 2010b). Dichos diluyentes, ademas de
permitir la reduccion de la elevada densidad espermatica (3-6 x 10° espermatozoides- mL™; Pérez et al.,
2000) y propiciar la activacién simultanea de los espermatozoides en medios hiperosméticos, ayudan a
conservar las muestras a corto plazo. El diluyente estandar P1, que es un medio isoidnico e isoosmotico
con el plasma seminal de la anguila europea (Asturiano et al., 2004), fue empleado en la mayoria de las
pruebas y utilizado como control por ser el mas fiel a las condiciones que se dan en la naturaleza. Se
prepar6 usando una concentracion de 30 mM KCI, tal como existe en el plasma seminal de la especie
(Asturiano et al., 2004). En las pruebas realizadas para evaluar el efecto del potasio y del pH intracelular
en la motilidad del esperma (3.8.1. Interaccién del potasio y pH del medio diluyente en la motilidad
espermatica y 3.8.2. Efecto del pH intracelular en la motilidad espermatica: fijacion del pHi con
nigericin), se usé un diluyente similar al estandar (P1 100-K), pero con una alta concentracién de potasio
(100 mM KCI), que equivale a la concentracion intracelular de K* del esperma de la anguila europea (L.
Pérez, datos no publicados). En ambos medios, la osmolalidad era de 325 mOsm/kg y el pH se ajustd el
mismo dia de uso a 8.5, ya que este es el pH registrado en el plasma seminal de la anguila europea
(Asturiano et al., 2004). Para fijar estos valores, se contd con la ayuda de un osmémetro OSMOMAT
050 y un pHmetro CRISON.

Tabla 2. Composicion (mM), osmolalidad (mOsm/kg) y pH de los medios empleados. Medios
diluyentes: P1 estandar y 100-K (enriquecido en potasio). Medio activador: ASW.

NaCl MgCl, CaCl, KCI NaHCO; Na;SO; Osm pH

Diluyentes:

P1 (estandar) 125 25 1 30 20 325 85
P1100-K 125 25 1 100 20 325 85
Activador:

ASW 354.7 25.4 9.9 9.4 20 28.2 1100 8.2

El activador hiperosmético fue, en todos los ensayos realizados, agua de mar artificial (ASW; Aqua
Medic Meersalz, 37 g/l). En este medio, el pH se ajust6 a 8.2, la osmolalidad era de 1100 mOsm/kg y
se afiadio BSA al 2% (p/v). Estudios previos de Pefiaranda et al. (2010b) demostraron que afiadiendo
BSA al agua de mar se conseguia incrementar el porcentaje de células vivas y mejorar la motilidad
espermatica. Ademas, al afiadir BSA se evitaba la adherencia del esperma a las superficies de la cdmara
de recuento, haciendo mas facil y precisa la evaluacion de su motilidad con los sistemas CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis; Pefiaranda et al., 2010b).
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3.5. Evaluacion de la motilidad del esperma

Dada la elevada densidad de las muestras frescas, el primer paso que seguia a su obtencion era la dilucion
de estas en plasma seminal artificial. La activacion de la motilidad espermatica se llevé a cabo
mezclando 1 pl de esperma diluido en P1 (dilucion 1/25) con 4 pl de agua de mar artificial (ASW),
segun el método establecido por Gallego et al. (2013).

La mezcla del esperma con el medio activador se preparaba en una camara SpermTrack-10® (Proiser
R+D, SL,; Paterna, Espafia) y se observaba seguidamente en un microscopio Nikon Eclipse 80i, con un
objetivo de contraste de fase 10x (Nikon 10 x 0.25, Phl BM WD 7.0). Inmediatamente después de la
activacién de las muestras, la motilidad se registraba con la ayuda de una camara de video HAS-220 y
el software ISAS (Proiser R+D, S.L., Paterna, Espafia). EI nimero de fotogramas por segundo (FPS)
tomados fue de 60. En todas las pruebas de motilidad, se hicieron tres réplicas bioldgicas (activaciones
de la motilidad) y se grabaron dos campos por activacion. Durante la evaluacion de la motilidad
espermatica, tanto las muestras de esperma como el agua de mar se mantuvieron refrigeradas en un bafio
de agua con hielo. Para los estudios posteriores se seleccionaron las mejores muestras (motilidad total
superior al 40 %).

Los pardmetros de la motilidad espermatica contemplados para este trabajo fueron: motilidad total
(MOT, %), definida como el porcentaje de espermatozoides moviles; motilidad progresiva (MP, %),
definida como el porcentaje de los espermatozoides que nadan hacia adelante en linea recta; porcentaje
de espermatozoides rapidos (FA, %), medios (ME, %) y lentos (SL, %); porcentaje de espermatozoides
con motilidad progresiva y rapida (MP FA, %); velocidad curvilinea (VCL, pum/s), definida como la
velocidad promedio de una cabeza espermatica en su trayectoria curvilinea; velocidad rectilinea (VSL,
um/s), definida como la velocidad promedio de una cabeza espermatica a lo largo de la linea recta entre
su primera posicion detectada y su posicion final; velocidad promedio de la cabeza espermatica a lo
largo de su trayectoria espacial promedio VAP (um/s); indices de rectitud (STR, %), linealidad (LIN,
%) y oscilacion (WOB, %), definidos como las relaciones porcentuales de los cocientes VSL/VAP,
VSL/VCL y VAP/CVL, respectivamente; amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza del
espermatozoide (ALH, um) y la frecuencia de batido cruzado (BCF, Hz), definida como la frecuencia a
la cual la trayectoria curvilinea del esperma cruza su trayectoria promedio. Si la VCL de los
espermatozoides era inferior a 10 um/s, estos se consideraron inmoviles (Martinez-Pastor et al., 2008).

3.6. Mediciones relativas de pH intracelular

El pH intracelular relativo de los espermatozoides se determin mediante citometria de flujo, haciendo
uso del modelo Cytomics FC500 (Beckman Coulter, Brea, CA), equipado con un laser de estado solido
(emite a 653 nm, rojo) y un laser de ion argon (emite a 488 nm, azul). Como indicador fluorescente de
pH, se utilizo6 SNARF-5F AM, cuyo stock 2 mM en DMSO-pluronic 20% se mantuvo a -20 °C hasta
ser usado. La solucidon de trabajo se prepard por dilucion 1/8 del stock en agua bidestilada hasta una
concentracion 250 uM. Cada muestra de 50 pl de esperma diluido (1/25 en P1, v/v) se incub6 con 1 ul
de SNARF-5F AM 250 uM (concentracion final 5 uM) a 4 °C durante 60 min, en la oscuridad.
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Después de la incubacion con SNARF-5F AM, se afiadieron 4 pl de cada muestra de semen diluido a
un tubo que contenia 400 ul de medio P1 para medir el pH en la fase quiescente, antes de la activacion
del esperma. Mas tarde, se anadieron 400 ul de medio de activacion hiperosmoético al mismo tubo de
citometria, y la fluorescencia emitida por el indicador SNARF-5F AM en los espermatozoides se registrd
unos 30 segundos después de la activacion de la motilidad. Este es el tiempo que transcurre entre el
mezclado del esperma con el medio activador y la obtencién de la medida de fluorescencia final. La
dilucion final del esperma de anguila para las mediciones en el citometro de flujo fue 1/2500 (v/v), con
alrededor de 400 células/pl.

El pH intracelular relativo se determind usando un método de ratios (Balkay et al., 1992). Para tal fin,
se excitd al fluorocromo SNARF-5F AM con el laser azul a una Unica longitud de onda (480 nm) y se
registro la emision de fluorescencia a dos longitudes de onda con los filtros FL2 (filtro 575/25BP) y FL4
(filtro 680/30BP). Los desplazamientos espectrales dependientes del pH exhibidos por el fluorocromo
SNARF-5F AM permiten la calibracion y determinacion de la respuesta de pH en términos del ratio de
las intensidades de fluorescencia medidas a dos longitudes de onda diferentes (572 y a 680 nm, con los
filtros FL2 y FL4, respectivamente).

Los datos de fluorescencia del SNARF-5F AM se mostraron en modo logaritmico. Para cada muestra
se recolectaron cinco mil eventos, con un flujo de 500 células/s. Los datos de citometria de flujo se
procesaron usando el software CXP (Bekman Coulter). Para el céalculo del pH intracelular absoluto, se
empleod el mismo método que Vilchez et al. (2017), repitiendo la calibracion del pH vs. fluorescencia
del SNARF-5F AM en la misma fecha o fechas cercanas a las mediciones.

3.7. Pruebas realizadas
3.7.1. Efecto del pH del medio diluyente en la motilidad espermatica

Se estudid el efecto del pH del medio diluyente P1 sobre la motilidad de 14 muestras de esperma. Para
tal fin, se realiz6, en primer lugar, una evaluacion de la motilidad espermatica, tal y como se describe
en la seccion 3.4, haciéndose una seleccién de las mejores muestras. A continuacion, a partir de las
muestras frescas seleccionadas, se hicieron diluciones 1/25 (v/v) empledndose como medio diluyente
P1 a diferentes pH: pH 6.5, pH 7.0, pH 7.4, pH 7.8, pH 8.0 y a pH 8.5. Finalmente, se midi6 la motilidad
de todas las muestras mediante el sistema CASA, por triplicado y activando las muestras con ASW. Con
el fin de evaluar también el efecto que tiene sobre la motilidad espermatica el tiempo de incubacion de
las muestras a cada pH, las medidas de motilidad se realizaron tanto a 0 como a 24 horas. El pH de los
diferentes medios diluyentes se ajustd empleando soluciones de NaOH (0.1 M) y HCI (0.1 M).

3.7.2. Efecto del pH del medio diluyente en el pH intracelular

Seis muestras de esperma de buena calidad (motilidad inicial > 40 %) se diluyeron 1/25 (v/v) en P1
ajustado a diferentes pH: pH 6.5, pH 6.8, pH 7.0, pH 7.2, pH 7.4, pH 7.6, pH 7.8, pH 8.0, pH 8.2 y pH
8.5. El pHi se determind como se ha descrito en el apartado 3.6. Los célculos del pH intracelular absoluto
se realizaron empleando la calibracion del pH realizada el mismo dia o el dia mas cercano a las medidas.
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3.7.3. Efecto del pH del medio activador en la motilidad espermatica

Se investigaron las consecuencias de la modificacion del pH del medio activador (ASW) sobre la
motilidad espermética de 10 muestras individuales de semen. Para ello, el esperma fresco de los
animales fue diluido en P1 (1/25, v/v) y sometido a una evaluacion inicial de la motilidad. Seguidamente,
se procedio a medir la motilidad de las muestras que mostraron una mejor motilidad, empleando como
medio activador agua de mar a diferentes pH: ASW a pH 6.5, pH 7.0, pH 7.5, pH 7.8 y pH 8.2. Cada
muestra fue analizada por triplicado mediante el sistema CASA.

3.7.4. Efecto del pH del medio diluyente en la variacién del pH intracelular post-activacién

A partir de algunas de las muestras mencionadas en el apartado 3.7.2, se estudi6 la variacion del pHi
que pudo tener lugar tras la activacion con agua de mar estandar (pH 8.2) o con agua de mar a bajo pH
(6.5), estando las muestras previamente diluidas en P1 ajustado a diferentes pH: pH 6.5, pH 6.8, pH 7.0,
pH 7.2, pH7.4,pH 7.6, pH 7.8, pH 8.0, pH 8.2. Para ello, tras la determinacion de la fluorescencia en
las muestras quiescentes diluidas en P1, se afiadi6 agua de mar al mismo tubo de citometria usado en la
primera medida (dilucién 1/2; 400 pl ASW + 400 pl de semen diluido 1/25 en P1 al pH correspondiente),
y se registrd de nuevo la fluorescencia del SNARF-5F AM. El agua de mar usada en citometria no
contenia en ningln caso BSA afiadido, a diferencia del usado en la medicion de motilidad. Los calculos
de pHi absoluto se realizaron como en el apartado 3.7.2. La activacion con ASW a pH 8.2 se estudié en
5 muestras en 4 sesiones, y la activacion con ASW a pH 6.5 en 4 muestras en 3 sesiones.

3.8 Pruebas piloto complementarias
3.8.1. Interaccion del potasio y pH del medio diluyente en la motilidad espermatica

Se estudid el efecto de la interaccion del pH con la concentracion de potasio de dos medios diluyentes,
uno con alto contenido en K* (P1 100-K, 100 mM KCI) y otro con bajo contenido (P1, 30 mM KCI),
sobre la motilidad de 3 muestras de esperma. Para tal fin, en primer lugar, se llev6 a cabo una primera
evaluacion de la motilidad espermatica, tal y como se describe en la seccion 3.4, haciéndose una
seleccion de las mejores muestras. En esta ocasion, a partir del esperma fresco, se hicieron diluciones
1/25 (v/v) empleandose dos medios diluyentes, con un total de 20 condiciones experimentales (Tabla
3): por una parte, P1 a 10 pHs diferentes: pH 6.5, pH 6.8, pH 7.0, pH 7.2, pH 7.4, pH 7.6, pH 7.8, pH
8.0, pH 8.2y apH 8.5; y por otra, P1 100-K a los mismos 10 pHs.

Tabla 3.Combinacion de medios empleados para las medidas de motilidad.

Diluyente Activador

pH 6.5 pH 6.8 pH 7.0 pH 7.2

P1 pH 7.4 pH 7.6 pH 7.8 pH 8.0
pH 8.2 pH 8.5

ASW pH 8.2

pH 6.5 pH 6.8 pH 7.0 pH 7.2

P1100-K pH 7.4 pH 7.6 pH 7.8 pH 8.0
pH 8.2 pH 8.5
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Todos los medios se ensayaron sobre las mismas muestras individuales. Se midi6 la motilidad de todas
las muestras seleccionadas mediante el sistema CASA, por triplicado y activando las muestras con ASW
apH 8.2 (al 2% en BSA). El pH de los diferentes medios diluyentes se ajusté empleando soluciones de
NaOH (0.1 M) y HCI (0.1 M).

3.8.2. Efecto del pH intracelular en la motilidad espermatica: fijacion del pHi con nigericin

Para determinar si existe un pHi mas adecuado para la motilidad del esperma de la anguila, se utiliz6 un
ionéforo que permeabiliza la membrana del espermatozoide frente al ion H*. El nigericin iguala la
concentracion de H* en el interior y el exterior de la célula, siempre que exista la misma concentracién
de K* dentro y fuera de la célula, ya que es un intercambiador de iones K*/H*(Thomas et al., 1979). La
[K*]i es de 80-120 mM en el esperma de anguila (L. Pérez, datos no publicados). Por ello, empleando
un medio diluyente 100 mM en KClI y afiadiendo nigericin al mismo, se iguala la [H*]i = [H*]e.

Para realizar esta prueba se diluyeron las muestras de esperma fresco en P1 estandar (1/25, v/v),
haciendo una primera evaluacion de la motilidad y diluyendo otras alicuotas de las tres mejores muestras
en el medio P1 100-K a 10 pH diferentes (mismos que en prueba 3.8.1). A continuacion, se prepararon
los tubos de incubacion con nigericin, que previamente habia sido diluido en agua destilada (1/25, v/v).
Dichos tubos se prepararon incubando 100 pL de las muestras diluidas con 1 pyL de nigericin
(concentracion final 4 uM). La incubacion se realizé a 4°C durante 60 minutos. Tras este tiempo, se
midié por triplicado la motilidad de cada muestra mediante el sistema CASA.

3.9. Analisis estadistico

El software CXP (Bekman Coulter) se usé para analizar los datos obtenidos por citometria de flujo, con
el que se obtuvo la intensidad de fluorescencia media (MFI, unidades arbitrarias) de cada muestra a dos
longitudes de onda (572 y a 680 nm, con los filtros FL2 y FL4, respectivamente). La media y el error
estandar se calcularon para todos los parametros cinéticos de la motilidad espermatica. Los test de
Shapiro-Wilk y Kolgomorov-Smirnov, asi como los coeficientes de asimetria y de curtosis se emplearon
para comprobar la normalidad de la distribucion de los datos. El test de Mauchly y la correccién de
Greenhouse-Geisser se usaron para asegurar la esfericidad de los datos. Se realizaron analisis de
varianza (ANOVA) de medidas repetidas (MR) simples y multifactoriales para estudiar las diferencias
entre los factores experimentales y sus interacciones en datos con distribucién normal. Para poblaciones
con distribuciones no normales se aplico el test de Friedman. Se detectaron diferencias significativas
usando la prueba de rangos multiple de Student-Newman-Keuls (P < 0.05). Todos los procedimientos
estadisticos se ejecutaron usando los softwares para Windows Statgraphics Centurion XVIL.11 (Statpoint
Technologies Inc., The Plains, Virginia) y SPSS Statistics version 24.0.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudio del efecto del pH del medio diluyente en la motilidad espermatica

Se llevé a cabo un ensayo para determinar los efectos del pH del medio diluyente (P1) sobre los distintos

parametros cinéticos del esperma, a 0 y a 24 horas. Los andlisis unifactoriales efectuados para cada

tiempo mostraron, en ambos casos, un efecto significativo del pH sobre el porcentaje de espermatozoides

moviles (MOT) y con velocidad media (ME). Para los indices de rectitud y de oscilacion, asi como para

la amplitud del movimiento lateral de la cabeza (STR, WOB y ALH, respectivamente), no hubo

diferencias entre los distintos pH a ningun tiempo. Para el resto de parametros solo se encontraron

diferencias significativas a 24 horas (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto del pH del medio diluyente sobre los diferentes pardmetros de motilidad espermética, a 0 y 24
horas. Los datos se expresan como media + SEM (n = 14). Letras distintas indican diferencias significativas entre
los diferentes pH (P < 0.05) para un mismo tiempo.

Tiempo (h) pH 6.5 pH 7.0 pH 7.4 pH 7.8 pH 8.0 pH 8.5 P-valor
MoT O 36.35+46la 36.27+4.62a 38.64+559ab 38.18+544ab 43.84+498b 43.87+511b 0.0081
% 24  2190+398a 30.40+456b 31.33+4.64b 31.14+449b 3738+4.66c 34.54+4.38bc 0.0000
MP 0 2116 £3.28 22.22+3.75 23.03+4.02 23.88£4.43 23.62 £3.97 25.12+£3.70  0.5000
% 24 1402+3.02a 1945+334b 19.06+342b 20.39+347bc 2432+3.79c 20.70+3.03bc 0.0003
EFA 0 26.23+4.10 2654+421 28.88+502  29.08+4.99 31.0+4.45 32.72+4.43 0.0897
% 24 1589 +3.37a 2245+383b 2262+409b 23.43+401b 2876+4.32c 25.44+3.67bc 0.0002
ME 0 591+0.93a 564+0.89a 6.24+1.06ab 552+1.04a 797+1.27b 750+1.14ab 0.0117
% 24 382+0.62a 532+082ab 567+089b 499+0.7l1ab 533+0.73ab 579+0.87b 0.0314
SL 0 4.21+0.44 4.09 £0.56 3.52 +0.39 3.59+£0.48 4.80 £ 0.65 3.64+£0.35 0.0655
% 24 2.18+0.35a 2.63+0.3lab 3.04+042ab 2.73+033ab 329+041b 331+0.36b 0.0244
MP 0 2623410 2654+4.21 28.88 £5.02 29.08 £4.99 31.08 £4.45 3272 £4.43 0.0897
FA% 24 1589 +3.37a 2245+383b 2262+4.09b 23.43+401b 2876+4.32c 25.44+3.67bc 0.0002
veL O 130.75+5.73 132.90+5.46 132.45+5.84 131.69+7.53 131.94+6.18 137.07+4.50 0.7834
nm/s 24 112.05+9.61a 124.46+7.50b 12659 +580b 131.42+6.29b 133.67 +6.37b 130.87 +5.18b 0.0108
VSL 0 75.31+4.16 78.07x4.78 76.65+4.94 77.03+£6.44 75.52 £5.69 79.82 £4.63 0.8307
RM/s 24 6421+672a 7357+583b 7451+501b 77.96+543b 80.06+582b 77.04+490b 0.0002
VAP 0 91.95+459 94.05+4.79 93.54 £5.22 93.81 £6.37 93.25+5.72 97.96 £4.54  0.6507
nm/s 24 7833+7.14a 88.62+632b 90.03+515b 9375+565b 96.06+6.05b 9347+595b 0.0021
LIN 0 57.31+1.01 58.18+1.40 57.34 £1.44 5751 +£1.67 56.45 +1.80 57.80+1.69 0.7550
% 24 54.13+2.62a 57.96+1.61b 5799+147b 5837+144b 5886+168b 58.11+159b 0.0338
STR 0 81.62+0.75 8245+1.03 81.49 +£0.86 80.96 £1.43 80.19+1.24 81.03+£1.29 0.4391
% 24 77.01+£396 82.06+1.31 81.96+1.31 82.38 £1.07 82.52+1.34 81.77+£1.26 0.2260
wog O 70.16£0.79 70.45+0.87 70.24 £1.07 70.93+£1.16 70.18 £1.25 71.15+1.13 0.6086
% 24 71.35+253 7045+1.03 70.63+0.91 70.72 £0.99 7117 +£1.17 7092 +£1.06 0.7947
ALH 0 2.45 +0.07 2.49 +0.06 2.41 +0.09 2.40+0.10 2.48 £ 0.06 246 +£0.06 0.4918
pm 24 2.28+0.23 2.45 +0.08 2.46 +0.05 2.48 £0.05 240 +£0.07 243+£0.05 0.4628
Bec O 3148+0.73 31.33+0.64 31.12+067  30.39+1.23 3152+0.63 31.33+0.54 0.5961
Hz 24 2570+258a 2948+120b 30.16+0.95b 31.01+£0.73b 31.23+0.84b 3155+0.68b 0.0000
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Por su parte, los anélisis multifactoriales indicaron un efecto significativo del factor “Tiempo” (P < 0.05)
en la mayor parte de las variables cinéticas (excepto WOB y ALH), pero no revelaron significancia
estadistica para la interaccion entre el pH y el tiempo (excepto en ME, SL y VSL). Esto pone de
manifiesto que, si bien la calidad de la motilidad espermética disminuye tras 24 h a 4 °C, esta
disminucién es, en general, independiente del pH en el que estaban diluidas las muestras.

En la Figura 8 se representa el porcentaje de espermatozoides moviles (el resto de los parametros se
muestran en el Anexo I) en funcion del pH y del tiempo de incubacion. Como se puede observar, tanto
a 0 como a 24 horas, la motilidad aumenta ligeramente a medida que se alcaliniza el medio diluyente,
alcanzando sus valores maximos a pHs 8.0-8.5.
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Figura 8. Efecto del pH del medio P1 y del tiempo sobre el porcentaje de espermatozoides méviles (MOT). Los
datos se expresan como media £ SEM (n = 14). Letras minusculas distintas indican diferencias significativas entre

los diferentes pH (P < 0.05) para un tiempo concreto. Letras mayusculas distintas indican diferencias entre los dos
tiempos estudiados a un nivel de pH concreto.

4.2. Estudio del efecto del pH del medio diluyente en el pH intracelular

Las regresiones entre el pH intracelular y el pH del medio diluyente realizadas para las diferentes
muestras individuales mostraron que el pHi variaba de forma lineal positiva con el pHe en todos los
casos (valores R? comprendidos entre 0.94 y 0.99; resultados no mostrados).

Cuando se realizo la regresion usando los datos de todas las muestras (Figura 9), se obtuvo una ecuacion
de regresion entre el pH intracelular y el pH extracelular con formula: pHi = pHe - 0.68. Es decir, que
el pH intracelular se mantiene 0.7 unidades por debajo del pH del medio diluyente, al menos en el rango
de pHs externos de 6.5-8.5.
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Figura 9. Regresion entre el pHi y el pHe del diluyente (n = 6).

4.3. Estudio del efecto del pH del medio activador en la motilidad espermética

Se evalud el efecto del pH del medio activador (ASW) sobre los diferentes parametros cinéticos de la

motilidad espermatica (Tabla 5). Hubo un efecto significativo del pH del ASW en todos ellos, excepto

en el porcentaje de espermatozoides lentos (SL).

Tabla 5. Efecto del pH del medio activador sobre los diferentes parametros de motilidad espermatica. Los datos
se expresan como media + SEM (n = 10). Letras distintas indican diferencias significativas entre los diferentes pH

(P < 0.05).

pH 6.5 pH 7.0 pH 7.5 pH 7.8 pH 8.2 P-valor
MOT % 577+187a 19.04+361b 43.15+392c 56.17+3.26d 59.99+278d 0.0000
MP % 181+1.11a 9.79+284b 30.63+35lc 43.76+291d 41.90+2.60d 0.0000
FA % 334+10la 1475+296b 36.74+3.48c 49.15+322d 50.36+2.63d 0.0000
ME % 0.79+0.34a 260+051b 4.38+0.75c 4.98+054c 6.48+0.71d 0.0000
SL % 1.64+1.17 1.68 +£0.61 2.03+0.42 2.03+0.24 3.16 +0.32 0.4006
MP FA % 334+10la  14.75+2.96b 36.74+3.48c 49.15+3.22d 50.36x2.63d  0.0000
VCL pm/s 10622 +11.65a 133.49+565b 154.75+3.71c 160.34+2.93¢c 150.93+3.96¢c 0.0012
VSL pm/s 2353+7.42a 52.84+10.78b 91.88+555c 101.87+3.06c 91.44+3.85c 0.0000
VAP pm/s  5314+6.64a 74.04+9.15b 108.11+4.94c 11855+2.99c 109.55+4.01c 0.0000
LIN % 22.78+6.68a 37.89+6.76b 59.08+2.68c 63.49+128c 60.37+1.16c 0.0000
STR % 38.78+83la 644+728b 8447+174c 8587+093c 83.35+093c 0.0000
WOB % 51.09+451a 54.24+498a 69.64+202b 73.88+0.88b 72.41+088b 0.0000
ALH pm 0.67+0.24a 167+030b 241+003c 255+0.04c 261+0.06c 0.0000
BFC Hz 078+399a 24.64+444b 3421+052c 33.03+0.30bc 31.3+063bc 0.0019

En la Figura 10 se muestra el porcentaje de espermatozoides méviles (MOT), cuyo valor sufre un

incremento de hasta 10 veces a medida que se alcaliniza el agua de mar (P < 0.01), alcanzando su 6ptimo

en un rango de pH de entre 7.8 y 8.2. El resto de parametros se muestran en el Anexo I1I.
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Figura 10. Efecto del pH del agua de mar sobre el porcentaje de espermatozoides méviles (MOT). Los datos
se expresan como media + SEM (n = 10). Letras distintas indican diferencias significativas entre los diferentes

pH (P < 0.05).

4.4. Estudio del efecto del pH del medio diluyente en la variacién del pHi post-activacién

4.4.1. Variacion del pHi post-activacion con agua de mar a pH 8.2

En la Figura 11 se muestra la variacion en el pH intracelular del esperma tras su activacion con agua de

mar a pH 8.2, en muestras diluidas previamente a diferentes pHs, desde 6.5 a 8.5. Las variaciones de

pHi tras la activacion espermatica dependieron del pH extracelular inicial al que las muestras estaban

sometidas; asi, a un pHe inicial de 6.5, el pHi aumenté entre 0.3 y 0.6 unidades al activar con ASW a

pH 8.2; el pHi aumentd en unas 0.2 unidades cuando el esperma estaba diluido inicialmente apH 7.5,y

en cambio disminuyd en unas 0.2 unidades cuando el esperma estaba diluido a pH 8.5.
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Figura 11. Cambio en el pHi tras la activacion con agua de mar a pH 8.2, en muestras diluidas en P1 a diferentes
pHe (n = 5). Valores positivos indican un aumento del pHi post-activacion; valores negativos indican una
reduccion de pHi post-activacion.
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En todas las muestras se observé que el pHi no vario practicamente tras la activacion cuando las
muestras estaban diluidas a un pHe de 8.0, mientras que disminuyo alrededor de una décima cuando la
muestras estaban diluidas a un pHe de 8.2.

Es decir, que la activacién con ASW a pH 8.2 induce una alcalinizacién, una acidificacion o ningun
efecto sobre el pH intracelular, en funcion del pHe inicial al que estuvieran diluidas las muestras.

4.4.2. Variacion del pHi post-activacion con agua de mar a pH 6.5

En la Figura 12 se muestra la variacién en el pH intracelular del esperma tras la activacién con agua de
mar a pH 6.5, en muestras diluidas previamente a diferentes pHs, desde 6.5 a 8.5. En las dos primeras
muestras, la activacion supuso una reduccion del pHi en las alicuotas diluidas a todos los pHs (Figuras
12 A, 12 B), siendo esta mayor a medida que se alcalinizaba el pH del medio diluyente. De acuerdo con
las regresiones obtenidas, la variacion de pHi seria 0 cuando el pHe fuera cercano a 5.5.

En la muestra 3 (Figura 12 C), el pHi también se acidifico en las muestras diluidas a todos los pHs,
aunque la variacion tendia a 0 cuando el pHe del diluyente era de 6.5.

En la cuarta muestra (Figura 12 D), cuando el pHe fue menor de 7.2, el pHi aument6 al activar con
ASW a pH 6.5, pero disminuy6 en las muestras diluidas a pHs entre 7.4y 8.5.

Por tanto, si bien la variacién experimentada por el pHi al activar con ASW a pH 6.5 dependi6 de la
diferencia entre el pH del diluyente y el pH del medio activador, el denominador comun en la gran
mayoria de las condiciones testadas fue una acidificacion del medio interno de los espermatozoides.
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Figura 12. Variacion del pH intracelular tras la activacion con agua de mar a pH 6.5, en muestras diluidas en P1
a diferentes pHe (n = 4). Valores positivos indican un aumento del pHi post-activacion; valores negativos indican
una reduccion de pHi post-activacion.
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4.5, Estudio de la interaccion del potasio y pH del medio diluyente en la motilidad espermatica

Se realiz6 un ensayo piloto para determinar si la interaccion entre el pH y el contenido en potasio del
medio diluyente ejercia algun efecto sobre la motilidad espermética. Como en la prueba 4.1, se confirmé
un aumento del porcentaje de espermatozoides mdéviles con la alcalinizacion del pH en los dos medios
diluyentes empleados, alcanzando su éptimo en el rango de pH 8-8.2 (Tabla 6). No obstante, no se
obtuvieron diferencias significativas en la motilidad para el factor “Medio diluyente” (a ningun pH), ni
significancia para la interaccion de este con el pH extracelular (P > 0.05).

Tabla 6. Efecto del pH y del potasio del medio diluyente sobre el porcentaje de espermatozoides méviles

(MOT). Los datos se expresan como media £ SEM (n = 3). Letras distintas indican diferencias significativas
entre los diferentes pH (P < 0.05) para un medio concreto.

pH 6.5 pH 6.8 pH 7.0 pH 7.2 pH 7.4
o, 30.04+1007a 4127+1365ab 45.21%13.96ab 44.25+1398ah 50.48+14.35D
pH 7.6 pH 7.8 pH 8.0 pH 8.2 pH 8.5
49.75+1584b 51.1+1501b 53.68+1533b 56.67+14.59b 54.91+1553b
pH 6.5 pH 6.8 pH 7.0 pH 7.2 pH 7.4
P1  31.91+9.88a 38.25+11.93ab 40.98+13.13ab 40.98 +14.06ab 49.38+17.36b
100-K pH 7.6 pH 7.8 pH 8.0 pH 8.2 pH 8.5

541+1481b 5444+1335b 56.5+1241b 50.75+893b 4231+7.01ab

En la Figura 13 se observa que todas las muestras analizadas tienen un perfil de motilidad (en
porcentaje) similar para ambos medios, siguiendo la tendencia ya comentada. En el resto de parametros
cinéticos se obtuvieron comportamientos similares (resultados no mostrados).
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Figura 13. Efecto del pH y del potasio del medio P1 sobre el porcentaje de espermatozoides méviles (MOT) en
tres muestras diferentes (A, B 'y C).
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4.6. Estudio del efecto del pH intracelular en la motilidad espermatica: fijacion del pHi con
nigericin

Con el objetivo de analizar la influencia del pH en la motilidad espermatica de un modo integro, se llevé
a cabo un segundo ensayo piloto para determinar si existe un pH intracelular 6ptimo para la activacion
de la motilidad. El pHi se fijé con la adicion de nigericin, ion6foro que iguala el nivel de pH interno con
el externo.

Se confirmd la existencia de diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides moviles con
la variacion del pHi, siguiendo este una tendencia al alza desde pHs acidos hasta alcanzar su éptimo en
el rango de pH 7.6-7.8 (Tabla 7). A pHs intracelulares mas elevados, se observo una dréstica reduccion
de la motilidad. En el resto de parametros cinéticos se obtuvieron tendencias similares (resultados no
mostrados). Si bien el peso estadistico de los estudios preliminares es reducido, estos resultados
incentivarian a hacer un ensayo a mayor escala.

Tabla 7. Efecto del pH intracelular en el porcentaje de espermatozoides moéviles (MOT). Los datos se expresan
como media £ SEM (n = 3). Letras distintas indican diferencias significativas entre los diferentes pH (P < 0.05).

pH 6.5 pH 6.8 pH 7.0 pH 7.2 pH 7.4
P1 0.79+042a  058+0.30a 0.17+0.09a 3.37+1.60ab 17.83+2.53b
100-K pH 7.6 pH 7.8 pH 8.0 pH 8.2 pH 8.5

3466+422c 3764+939c 862+351ab 535+153ab 4.04+1.19ab

En la Figura 14 se observan los distintos perfiles de motilidad (en porcentaje) que siguen las muestras
analizadas, donde se aprecia con claridad el comportamiento descrito en este apartado, habiendo una
alta reproducibilidad entre ellas.
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Figura 14. Efecto del pH intracelular (igualado al pH del medio diluyente con nigericin) sobre el
porcentaje de espermatozoides moviles (MOT) en tres muestras diferentes (A, B y C).
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5. DISCUSION

5.1. Efecto del pH del medio diluyente en la motilidad espermética

En peces, la Gltima fase de maduracion de los espermatozoides, esto es, el proceso mediante el cual
adquieren la capacidad de moverse y, por tanto, de fecundar, tiene lugar en el espermiducto (Miura et
al., 1992). Tan es asi, que en salmdnidos y anguila japonesa, el esperma no es capaz de adquirir motilidad
si es extraido del testiculo sin atravesar el espermiducto, a menos que se incube en un medio alcalino
(Morisawa & Morisawa, 1988). Ademas, en anguila japonesa se ha observado que, en el testiculo, el
esperma presenta un pH de 7.5 y una elevada concentracion de K*, mientras que, en el espermiducto,
sufre un incremento de pH hasta 8.0 y una disminucion en la concentracion de K* (Ohta et al., 1997).
Esto sugiere que el pH esta involucrado en la maduracién y conservacion de los espermatozoides en el
espermiducto.

En el presente estudio, la incubacion del esperma de anguila europea en el medio diluyente P1 a
diferentes pH (6.5-8.5), produjo diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides moviles
y otros parametros cinéticos, tanto a 0 h como a 24 h. En este lapso de tiempo las muestras se
deterioraron de manera independiente al pH en el que estaban diluidas. Los resultados mostraron un
incremento en la motilidad espermética a medida que se alcalinizaba el medio diluyente, alcanzando
valores maximos a pHs 8.0-8.5. Por tanto, los medios diluyentes para el esperma de la anguila europea
deberian tener un pH de 8-8.5 para la 6ptima conservacion de las muestras.

Esta tendencia se corresponde con lo observado por Pefiaranda et al. (2009) en trabajos con anguila
europea, en los que concluyeron que diluyentes con un pH acido (pH 6.5) inducian una inhibicién de la
motilidad que no se observaba cuando los espermatozoides se mantenian en un medio a pH fisiol6gico
(pH 8.5). Sin embargo, los presentes resultados contrastan con lo descrito en otro ensayo con esta
especie, donde no se observaron diferencias significativas en la motilidad de muestras sometidas a
medios diluyentes en un rango de pH de 7.0 a 8.5 (Garzén et al., 2008). En el estudio de Garzon et al.
(2008), las muestras presentaban escasa motilidad tras la dilucién inmediata, en torno a 30-35 %, y la
motilidad era nula tras 5 minutos de dilucién en medio P1 a diferentes pHs. Esto sugiere que las muestras
se conservaron de forma defectuosa en dicho ensayo, tal vez por el mantenimiento a temperatura
ambiente, ya que, en diversos ensayos posteriores, incluido el presente estudio, se ha observado que la
motilidad desciende tan s6lo entre 7-15 % incluso tras 24 h de mantenimiento en diluyente a 4°C.

En anguila japonesa (Miura et al., 1995) y en otras familias de teledsteos como los salménidos (Billard,
1981) y los ciprinidos (Lahnsteiner et al., 1996), se han confirmado mejores parametros de motilidad en
espermatozoides diluidos en medios con un pH ligeramente alcalino (pH 7.8-8.5). Estas evidencias dan
veracidad a la hipotesis que, en peces, un pH del plasma seminal alcalino (alrededor de 8.0) es necesario
para que los espermatozoides adquieran una funcionalidad 6ptima. Queda por confirmar si en la anguila
europea, al igual que en la japonesa, el pH del semen testicular es inferior al del semen eyaculado
(pH=8.0) o al del plasma seminal (pH=8.5), lo que confirmaria la hipétesis de la maduracién inducida
por alcalinizacion en el espermiducto, indicada por Miura & Miura (2001).

25



Discusion

5.2. Efecto del pH del medio diluyente en el pH intracelular

Los resultados de este estudio mostraron que, en estado quiescente, el pHi de diferentes muestras de
esperma de anguila europea diluidas en medio P1 en el rango de pH 6.5-8.5, se mantenia, en todos los
casos, alrededor de 0.7 puntos por debajo del pH externo. Por lo tanto, en estado quiescente existe un
gradiente de H*, con niveles mas altos de [H*]i que en el medio circundante. Esto sugiere que los
espermatozoides necesitan un pH intracelular inferior al pHe para mantener su capacidad de activacion
y funcionalidad. En concreto, si se establece una relacion con los datos de motilidad obtenidos en este
estudio, que alcanzaron valores maximos cuando el pH del medio diluyente era de 8.0-8.5, el pHi 6ptimo
estaria en torno a 7.5.

El pH intracelular observado en el presente estudio fue ligeramente superior al observado por Vilchez
et al. (2017) en esta misma especie, ya que, en las mismas condiciones (pHe 8.5) era de 7.2, es decir,
1.3 unidades menor que el del plasma seminal. En el estudio citado unicamente se evalu6 el pHi de una
muestra de esperma, por lo que los resultados del presente estudio resultan mas concluyentes. Existen
pocos estudios similares en otras especies. Billard (1986) y Gatti et al. (1990) observaron en salménidos
que el pHi se encontraba cerca de 1 unidad por debajo del pH del plasma seminal.

En este trabajo se demuestra que el pH del medio diluyente determina el pH intracelular en el esperma
de la anguila europea. A su vez, esto podria afectar al potencial de membrana de los espermatozoides y,
por ende, a su motilidad. Gatti et al. (1990) demostraron en la trucha arcoiris que el potencial de
membrana es sensible al pHe, habiendo una mayor hiperpolarizacién de la membrana con un aumento
en el pH del medio de incubacién. La baja motilidad observada a bajos pH podria deberse también al
efecto del pHi en el axonema, ya que la actividad ATP-asa de las dineinas, responsables del movimiento,
se ve especialmente afectada a pHs inferiores a 7.4 en salmdnidos (Woolsey & Ingermann, 2003).

Desde un punto de vista de futuras investigaciones, la relacion directa entre el pH del medio diluyente
y el pHi resulta muy util, ya que permitira variar de forma precisa el pH intracelular tan sé6lo ajustando
el pH extracelular del medio P1 a un valor de 0.7 unidades por encima del valor de pHi deseado, y sin
necesidad de emplear diluyentes no fisiol6gicos, como por ejemplo, medios con ionéforos o sales de
sodio del &cido acético o de amonio.

5.3. Efecto del pH del medio activador en la motilidad espermética

El pH medio del agua de mar, donde el esperma de los peces marinos con fecundacién externa es
liberado, es actualmente de 8.1, aunque era de 8.2 antes de la Revolucidén Industrial (Bates et al., 2012).
Si bien la osmolalidad del agua de mar es el principal responsable del inicio de la motilidad espermética
en peces marinos (Morisawa, 2008), numerosos estudios realizados con el fin de establecer el pH del
medio activador capaz de inducir una mayor motilidad en el esperma de diversas especies acuaticas, han
revelado que este factor también juega un papel clave (revisado por Alavi & Cosson, 2005).

En el presente trabajo, la activacion de la motilidad del esperma de anguila europea con agua de mar a
diferentes pH (6.5-8.2) mostro6 grandes diferencias en la mayoria de pardmetros cinéticos, registrandose
méaximos en el porcentaje de espermatozoides moviles a pH 8.2, y méaximas velocidades (VCL, VSL,
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VAP) en ASW a pH 7.8. Por su parte, un pH acido (pH 6.5) del medio activador demostré reducir la
motilidad espermatica en un 90% con respecto a las muestras activadas con ASW a pH 8.2.

Las observaciones del presente estudio coinciden con las realizadas por Tanaka et al. (2004) en una
especie cercana, la anguila japonesa. En este estudio, la motilidad del esperma disminuyd en méas de un
50% con la acidificacion del medio activador (rango de pH 6.2-9.2), siendo 6ptima a pH 8.2. El hecho
de que en ambas especies de anguila el pH 6ptimo sea 8.2, es coherente, por ser este un pH cercano al
registrado en sus respectivas zonas de desove (Millero & Sohn, 1992; Van Ginneken & Maes, 2005).
En otros teledsteos, como el pez globo y el pez cebra (Takai & Morisawa, 1995), asi como en salménidos
(Kutluyer, 2018) y esturiones (Gallis et al., 1991), se han observado resultados similares, con un
descenso de la motilidad a pHs del medio activador bajos.

A partir de estudios realizados en trucha comun, Dziewulska & Domagata (2013) sugirieron que un bajo
pH del medio activador afecta a la motilidad espermatica, por interferir en los eventos de despolarizacion
de la membrana plasmatica e intercambio i6nico necesarios para el correcto funcionamiento flagelar.
Ademas, una disminucion del pH del agua de mar puede limitar la actividad metabdlica de las los
gametos (Sun et al., 2015) y reducir el potencial de membrana mitocondrial de los espermatozoides
(Schlegel et al., 2015), dificultando la motilidad del flagelo.

La acidificacion del mar debido al cambio climatico puede suponer un descenso del pH desde los niveles
actuales (pH 8.1) hasta valores de 7.7-7.8 a finales del siglo XXI (Fabry et al., 2008). Esto podria afectar
a la motilidad del esperma de las especies marinas. Sin embargo, en este estudio no se observaron
diferencias significativas en la motilidad entre los pH 8.2 y 7.8, por lo que el efecto de dicha acidificacion

sobre el esperma de la anguila europea puede ser algo mas limitado que en el de otras especies.

5.4. Efecto del pH del medio diluyente en la variacion del pHi post-activacion

El presente estudio ha demostrado por primera vez que, en agua de mar (pH ASW 8.2), la variacion del
pH intracelular post-activacion depende del pH del medio diluyente en el que se incuban las muestras
de esperma. Asi, se observd una alcalinizacion del pHi cuando el pH del diluyente era menor que 8.0, y
una acidificacion cuando el pH del diluyente era mayor a 8.0. Es decir, que el pHi aumentaba si el semen
estaba diluido a pHs entre 6.5 y 8.0, pero disminuia si el semen estaba diluido a un pH mayor que 8.0.
Dicho de otro modo, si se diluia el semen a un pHe < pH ASW, el pHi aumentaba tras la activacion,
pero si se diluia el semen a un pHe > pH del activador, el pHi descendia. Estas observaciones no se han
realizado en ninguna otra especie marina, de vertebrado o invertebrado, hasta donde se tiene noticia. En
cambio, se ha considerado que la alcalinizacion del pH intracelular es un proceso necesario para la

activacion del movimiento del esperma, tanto en peces como en mamiferos o invertebrados marinos.

En el pez globo, Oda & Morisawa (1993) observaron que la alcalinizacion interna, incluso sin choque
osmatico, era suficiente para activar el movimiento de los espermatozoides, ya que al aplicar NH.Cl
(que alcaliniza el medio intracelular) en condiciones isoosméticas, se indujo la activacion del

movimiento. En mamiferos, invertebrados, ciprinidos y salmoénidos, también se ha observado que el pHi
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aumenta en 0.2-0.4 unidades con el inicio de la motilidad espermética (Wong et al., 1981; Lee et al.,
1983; Boitano & Omoto, 1991; Krasznai et al., 1995). Sin embargo, en la anguila europea no se observé
este fendmeno vy, al aplicar NH4Cl, no sélo no se indujo el movimiento, sino que se produjo una

inhibicién del mismo en medio hiperosmético (Vilchez et al., 2017).

La acidificacién del pH intracelular en el esperma de la anguila europea ya fue descrita en estudios
previos del grupo (Gallego et al., 2014; Vilchez et al., 2017), donde se observd una disminucion de
alrededor de 0.1 unidades de pHi con la activacion espermatica, en condiciones estandar (plasma seminal
y agua de mar a pH 8.5 y 8.2, respectivamente). Estas observaciones concuerdan con los resultados

obtenidos en el presente estudio, bajo las mismas condiciones experimentales.

El comportamiento diferencial observado hace dificil establecer el papel de la variacion del pHi en la
activacion de la motilidad espermatica en anguila europea, y sugiere que los cambios observados se
deben mas a la diferencia de pH entre el medio diluyente y el medio activador que al proceso de
activacion de la motilidad. El hecho de que la disminucién artificial del pH intracelular con acetato
sodico (C2HsNaO) no conlleve la activacion de la motilidad espermatica en condiciones normales
(Vilchez et al., 2017), da soporte a la hipdtesis planteada, pudiendo ser los cambios en el pHi observados,
resultado de los mecanismos amortiguadores de los que dispone la célula para reducir el impacto que

los diferentes pHs extracelulares pueden tener sobre ella (Hamamah & Gatti, 1998).

Por su parte, en condiciones de muy reducida motilidad (pH ASW 6.5), la acidificacion que sufri¢ el
pHi en la mayoria de las muestras diluidas en el rango de pH 6.5-8.5, pudo deberse a la despolarizacion
que un pH del medio activador tan bajo provocé sobre la membrana plasmatica. Esta es permeable a los
protones y su potencial pudo verse afectado, resultando insuficiente la actividad los diferentes
mecanismos de regulacién del pHi de los espermatozoides (Hamamah & Gatti, 1998).

5.5. Efecto de la interaccién del potasio y pH del medio diluyente en la motilidad espermética

La composicion iénica del plasma seminal tiene una importante influencia en la motilidad del esperma
de los peces con fecundacion externa. Estudios realizados sobre el ion potasio revelaron, por ejemplo,
que una alta concentracion en K* incrementa la motilidad espermética en carpa (Billard & Cosson,
1992), pero la inhibe en salménidos (Morisawa & Suzuki, 1980).

Por otra parte, varios trabajos realizados con teledsteos marinos han indicado que, en el pez globo (Takai
& Morisawa, 1995; Gallego et al., 2013) o la anguila europea (Galleo et al., 2014), los niveles
intracelulares de potasio se incrementaban tras un choque hiperosmético, sugiriendo un importante papel
de este ion en el inicio de la motilidad espermatica. Asimismo, tanto en la anguila europea como en la
anguila japonesa, se probd que la eliminacion del potasio del plasma seminal reducia la motilidad
espermatica en un 94%, posiblemente por cambios en el volumen celular, potencial de membrana o pHi,
Yy que esta era parcialmente recuperada tras una re-incubacion con plasma seminal enriguecido en potasio
(Ohta et al., 2001; Vilchez et al., 2017).
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Estas evidencias, sumadas a las aportaciones de Ohta et al. (2001), en las que se describia un incremento
de la motilidad del esperma de la anguila japonesa a medida que se aumentaba la concentracion de
potasio del plasma seminal (0-30 mM), llevaron a plantear en este trabajo una prueba piloto para estudiar
el efecto de altas concentraciones de K* (100 mM) en el plasma seminal de la anguila europea, asi como
su interaccion con el pH del mismo. Los resultados de este ensayo no mostraron, a ningin pH testado
en el rango 6.5-8.5, diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides moviles entre las
muestras incubadas en medio P1 convencional (30 mM KCI) y en medio P1 100-K (100 mM KCI). No
hubo, por tanto, efecto alguno de la interaccion entre los niveles de potasio y el pH del medio diluyente
sobre la motilidad espermética (P > 0.05), que si se vio incrementada con la alcalinizacion de ambos
medios, alcanzando su 6ptimo en el rango de pH 8.0-8.2.

Si bien no se han realizado ensayos a gran escala para estudiar las condiciones experimentales aqui
propuestas, los resultados obtenidos, aunque con reducido peso estadistico, apuntan a que el potasio del
plasma seminal no es un ion limitante para la motilidad espermatica en anguila europea (al menos a
concentraciones fisiolégicas de 30 mM) y que altas concentraciones del mismo (hasta 100 mM),
tampoco parecen repercutir sobre los principales factores involucrados en dicha motilidad, como podria
ser el potencial transmembrana.

5.6. Efecto del pH intracelular en la motilidad espermatica: fijacion del pHi con nigericin

El pHi de una célula es equivalente al pH externo en presencia del ion6foro K*/H* nigericin, siempre y
cuando la concentracién extracelular de potasio sea igual a la intracelular (Thomas et al., 1979). En este
estudio se realizd una prueba piloto basada en este principio, para determinar el efecto del pHi en la
motilidad del esperma, en el rango de pH 6.5-8.5. Para ello, se elevo la concentracion de KCI del medio
diluyente a 100 mM (en este trabajo se ha comprobado que dicha concentracidn no tiene efectos sobre
la motilidad espermatica), igualandola con la [K*] intracelular (L. Pérez, datos no publicados).

Los resultados obtenidos mostraron que el pHi es un factor critico para el inicio de la motilidad
espermatica, inhibiéndola practicamente por completo cuando su valor es igual o inferior a 7.2 y mayor
que 8.0. Por su parte, el rango de pH 7.6-7.8 mostré ser 6ptimo para la motilidad de los espermatozoides,
hecho que coincide y refuerza los resultados de las pruebas 4.1 y 4.2 del presente trabajo, en las que el
mayor porcentaje de espermatozoides moviles se dio en el rango de pHe 8.0-8.5, registrandose pHs
intracelulares de aproximadamente 7.3-7.8.

Las observaciones aqui realizadas coinciden parcialmente con lo descrito por Takai & Morisawa (1995)
en pez globo, cuyos espermatozoides permanecian inmoviles cuando el pHi era menor que 7.4 tras la
adicion de nigericin, y mostraban 6ptimos de motilidad a un pH cercano a 8.0 cuando se les retiraba la
membrana. Los mecanismos por los cuales un pH intracelular alejado del rango 7.5-8.0 impide el inicio
de la motilidad del esperma no estan claros, pero probablemente incluyan la sensibilidad al pH del
potencial de membrana (Gatti et al., 1990) y de la actividad ATP-asa de las dineinas del axonema, asi
como del metabolismo del ATP por parte de la creatina quinasa (Woolsey & Ingermann, 2003).
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6. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este estudio, se puede concluir que:

30

1.

El pH éptimo del medio diluyente para el inicio y la preservacion de la motilidad del esperma
de la anguila europea esta entre 8.0 y 8.5.

Existe una relacion directa entre el pH intracelular y el pH del plasma seminal artificial,
manteniéndose el primero alrededor de 0.7 unidades por debajo del segundo.

Un pH del medio activador acido inhibe la motilidad de los espermatozoides de la anguila
europea, que alcanza valores maximos cuando estos son activados con agua de mar a pH 7.8-
8.2.

Con la activacion del movimiento del esperma de la anguila europea, el pH intracelular sufre
una alcalinizacion, una acidificacién, o no varia, en funcién de pH del medio diluyente y del pH
del medio activador.

El porcentaje de espermatozoides mdviles de la anguila europea es maximo cuando el pH
intracelular de los mismos se encuentra entre 7.6 y 7.8, siendo drasticamente reducido por pHs
alejados de este rango.

En las condiciones experimentales testadas, la interaccion entre el pH y la concentracion de
potasio del medio diluyente no tiene efecto alguno sobre la motilidad espermaética, como
tampoco lo tiene la [K*] por si sola.
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ANexos

8. ANEXOS
8.1. Anexo |

Parametros cinéticos de la motilidad espermaética obtenidos en la prueba 4.1: “Estudio del efecto
del pH del medio diluyente en la motilidad espermdtica” (Figuras 1y 2).
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Figura 1. Efecto del pH del medio P1 y del Tiempo sobre los parametros cinéticos de motilidad espermatica MP,
FA, ME, SL, MPFA y VCL. Los datos se expresan como media £ SEM (n = 14). Letras minGsculas distintas
indican diferencias significativas entre los diferentes pH (P < 0.05) para un tiempo concreto. Letras mayusculas
distintas indican diferencias entre los dos tiempos estudiados a un nivel de pH concreto.
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Figura 1. Efecto del pH del medio P1 y del Tiempo sobre los parametros cinéticos de la motilidad espermaética
VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH y BCF. Los datos se expresan como media + SEM (n = 14). Letras
minUGsculas distintas indican diferencias significativas entre los diferentes pH (P < 0.05) para un tiempo
concreto. Letras mayusculas distintas indican diferencias entre los dos tiempos estudiados a un nivel de pH

concreto.

42



ANExXos

8.2. Anexo 11

Parametros cinéticos de la motilidad espermatica obtenidos en la prueba 4.3: “Estudio del efecto
del pH del medio activador en la motilidad espermatica” (Figuras 3y 4).
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Figura 3. Parametros cinéticos de motilidad espermatica (MP, FA, ME, SL, MPFA, VCL) de las muestras
activadas con agua de mar a distintos pH. Los datos se expresan como media + SEM (n = 10). Letras distintas
indican diferencias significativas entre los diferentes pH (P < 0.05).
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Figura 4. Parametros cinéticos de motilidad espermatica (VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF) de las
muestras activadas con agua de mar a distintos pH. Los datos se expresan como media + SEM (n = 10). Letras
distintas indican diferencias significativas entre los diferentes pH (P < 0.05).
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