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El espermatozoide criopreservado bovino es capaz de modular
su requerimiento energético dependiendo de los sustratos
oxidativos disponibles para la capacitaciéon inducida in vitro
con heparina.*

Cryopreserved bovine spermatozoa is capable to modulate its energy requirement
depending on oxidative substrates to induce heparin capacitation in vitro
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar en espermatozoides criopreservados de bovino, los
requerimientos de sustratos oxidativos durante la capacitacién inducida por heparina. Se
determiné el porcentaje de espermatozoides capacitados por medio de la tincién epifluorescente
de clorotetraciclina, viabilidad e integridad acrosomal por la coloracién vital de azul tripdn y
microscopia 6ptica de contraste diferencial interferencial, la variacién de concentracién de
lactato en el medio de incubacién por espectrofotometria y el consumo de oxigeno celular por
polarografia, en presencia de lactato y/o piruvato como sustratos oxidativos. Los porcentajes
de espermatozoides capacitados con heparina incubados con lactato/piruvato o piruvato como
sustratos oxidativos fueron significativamente mayores respecto a los demds tratamientos. La
viabilidad e integridad acrosomal evidenci6 una disminucién en ausencia de sustratos en todos
los tratamientos. En muestras capacitadas con heparina ante la presencia de lactato/piruvato
el consumo de oxigeno fue significativamente superior, registrdndose una disminucién de la
concentracién de lactato en el medio de incubacién respecto a sus controles. La combinacién
de los sustratos oxidativos lactato/piruvato es la mejor opcién para mantener la viabilidad
espermdtica, producir un burst respiratorio y un alto porcentaje de espermatozoides capacitados,
asegurando un metabolismo activo en la gameta para cubrir los requerimientos energéticos de

la capacitacion.
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SUMMARY

The aim of this investigation was to study in cryopreserved bovine sperm the requirements of
oxidative substrates during heparin-induced capacitation. Percentages of capacitated sperm and
viability and acrosome integrity were evaluated by chlortetracycline epifluorescent technique and
Trypan blue stain/DIC, respectively and lactate concentration changes in the incubation medium
were registered spectrophotometrically and cellular oxygen consumption polarographically,
in the presence of lactate and/or pyruvate as oxidative substrates. Percentages of capacitated
spermatozoa incubated with heparin and lactate/pyruvate or pyruvate as oxidative substrates
were significantly higher compared to the other treatments. The viability and acrosomal integrity
significantly decreased in the absence of substrates in all treatments. In heparin capacitated sperm
in the presence of lactate/pyruvate, oxygen consumption was significantly higher compared
to the other treatments. Lactate concentration in the incubation medium, in the presence of
lactate or lactate/pyruvate and heparin, showed a decrease respect to control. The combination
of oxidative substrates lactate/pyruvate is the best option to maintain sperm viability, respiratory
burst and produce a high percentage of capacitated sperm, ensuring an active metabolism in

the gamete to cover the energy requirements of capacitation.
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INTRODUCCION

Los espermatozoides de los mamiferos no
son capaces de fertilizar al ovocito luego de
la eyaculacién, es por ello que requieren de
un proceso de maduracién dentro del tracto
genital femenino, conocido como capacitacién
espermdtica’. Durante la capacitacién se producen
alteraciones bioquimicas y ultraestructurales que
modifican la fluidez de la membrana plasmitica,
la concentracién de calcio intracelular, la
fosforilacién de proteinas en tirosina, la actividad
de proteina quinasas A, C y tirosina quinasa y
los patrones de motilidad, eventos dependientes
de la carga energética de esta célula haploide. La
capacitacién le confiere a la gameta masculina la
habilidad de adquirir una motilidad hiperactiva,
interactuar con la zona peluicida, desencadenar
la reaccién acrosomal e iniciar la fusién con la
membrana plasmdtica del ovocito®.

Muchos inductores de la capacitacion in
vivo e in vitro han sido descriptos para provocar
los cambios mencionados anteriormente. En el
bovino se destaca el uso de la heparina como
inductor fisiolégico para la fertilizacién in vitro®.
La heparina es un glicosaminoglicano presente

en el tracto genital de la hembra bovina®. Este
polisacérido sulfatado estd formado por unidades
de dcido D-glucurénico o 4cido L-idurénico
y N-acetil-D-glucosamina. Tradicionalmente
la heparina es utilizada como un inductor
fisioldgico de la capacitacién espermdtica en
diversas especies como el bovino”, el porcino'?, y
el equino'. En el bovino ha sido demostrado que
la incubacién de espermatozoides eyaculados con
heparina incrementa el porcentaje de ovocitos
fertilizados®, y se comprobé que la heparina
promueve la capacitacion, el incremento de pH
y de la concentracién de calcio intracelular'®?,
la fosforilacién de proteinas y la modificacién
de los pardmetros de motilidad’.

El espermatozoide bovino puede utilizar
diferentes sustratos oxidativos para producir
la energia necesaria para el metabolismo
espermadtico. La presencia de sustratos oxidativos
es fundamental para los procesos de capacitacién
y reaccién acrosomal®. Se ha evidenciado un
alto porcentaje de fertilizacién in vitro de
ovocitos bovinos cuando los espermatozoides
utilizados fueron incubados con piruvato,
lactato y glucosa como sustratos oxidativos®!.
El lactato in vivo estd presente en el fluido
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seminal y en las secreciones del tracto genital
femenino en altas concentraciones, y puede
ser utilizado como metabolito oxidativo por
el espermatozoide humano® y el bovino® El
piruvato, también presente en el tracto genital
femenino, es utilizado como sustrato oxidativo
en el espermatozoide humano®.

En la célula espermdtica la mayor parte
del ATP producido es utilizado para sostener
energéticamente la motilidad, la cual es esencial
para la fertilizacién®'. Ademds de proporcionar
energia para que el espermatozoide llegue al
sitio de fertilizacién en el oviducto, el ATP
puede también activar sefales moleculares
incrementando la frecuencia de batido flagelar
y ayudando a mover la gameta a través del
oviducto o salir del reservorio oviductal en el
bovino®. Se ha reportado que las mitocondrias
juegan un rol importante en la produccién de
energfa y en el mantenimiento del estado redox
del espermatozoide bovino criopreservado,
en donde se registré que la capacitacién con
heparina genera un burst respiratorio®. La
funcionalidad de las mitocondrias depende de la
integridad de sus membranas y del acoplamiento
de la fosforilaciéon oxidativa y el transporte de
electrones hacia el oxigeno, para que puedan
proveer energfa a la célula®.

El objetivo de este trabajo fue estudiar
la combinatoria mds adecuada de sustratos
oxidativos que cubran los requerimientos
energéticos de la capacitacién inducida por
heparina en espermatozoides criopreservados
de bovino, a través de la determinacién de
los porcentajes de capacitacién espermitica,
viabilidad e integridad acrosomal, la variacién
de concentracién de lactato en el medio de
incubacién y el consumo de oxigeno celular en
presencia de lactato y/o piruvato como sustratos
oxidativos.

MATERIALES Y METODOS

Descongelamiento de las muestras
espermdticas

Se utilizaron muestras de semen congelado
de toros Holando-Argentino de probada
fertilidad obtenidas con vagina artificial

provenientes de un centro de inseminacién
artificial. Las muestras se descongelaron durante
10 minutos a 37°C en medio TALP (NaCl 100
mM, KCI 3 mM, NaH,PO, 0,5 mM, NaHCO,
10 mM, Hepes 40 mM, MgSO, 1,5 mM) sin
albiimina sérica bovina (BSA) o calcio. Luego
de evaluar la motilidad y el vigor, las muestras
se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos
y se resuspendieron en medio TALP con CaCl,
2,1 mM y BSA 6 mg/ml a 38°C. Para evaluar
el efecto de los distintos sustratos oxidativos, se
modific la composicién del medio TALP con
el agregado de lactato 22 mM y/o piruvato de
sodio 1,2 mM. Por microscopia éptica en platina
térmica a 38°C se determind el porcentaje
de motilidad progresiva y el vigor (0 a 4)
Se consideraron para realizar las experiencias
muestras espermdticas que presentaban una
motilidad progresiva de 60 % o superior y un
vigor entre 3-4.

Induccién de la capacitacién

Las muestras espermdticas se capacitaron
con heparina (60 pg/ml)'** durante 15 minutos
de incubacién.

Determinacién del consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno se determiné
polarogrificamente a 38°C con un electrodo
de oxigeno modificado tipo Clark y un oxigrafo
Instech Laboratories (Philadelphia, PA, USA).
Carbanil-cianuro-m-cloro fenilhidrazona
(CCCP 0,42 pM) se utilizé6 como un
desacoplante especifico de la cadena respiratoria.
La concentracidn final utilizada en la cubeta fue
de 1 x 10°® espermatozoides/ml. El consumo
de oxigeno se expresé como uLO,/h/10°
espermatozoides®.

Evaluacién de la viabilidad y la integridad
acrosomal por la coloracién vital de azul
tripdn y microscopia éptica de contraste
diferencial interferencial

Las muestras espermdticas fueron tenidas
con la coloracién vital de azul tripdn y observadas
con microscopia éptica de contraste diferencial
interferencial (DIC) para determinar, al mismo
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tiempo, el porcentaje de espermatozoides
vivos y la integridad acrosomal'®. Los patrones
observados en espermatozoides bovinos son: 1)
Vivos intactos: espermatozoides transparentes y
con el acrosoma intacto; 2) Vivos no intactos:
espermatozoides transparentes y con el acrosoma
danado; 3) Muertos intactos: espermatozoides
azules y con el acrosoma intacto y 4) Muertos
no intactos: espermatozoides azules y con el
acrosoma danado.

Evaluacién de la capacitaciéon por la
coloracién espermitica epifluorescente de
clorotetraciclina

Los porcentajes de espermatozoides
capacitados y reaccionados se determinaron
por la coloracién espermdtica epifluorescente
de clorotetraciclina (CTC)*!°. Se evaluaron
los distintos patrones espermdticos utilizando
un microscopio de epifluorescencia Carl Zeiss
Jenamed 2. Tres patrones de clorotetraciclina
fueron observados en el espermatozoide
bovino: 1) intacto no capacitado: con cabeza
fluorescente; 2) intacto capacitado: con banda
sin fluorescencia en la regién post acrosomal
y 3) reaccionado: con acrosoma reaccionado
presentando baja fluorescencia en todo el
espermatozoide excepto por una banda en el
segmento ecuatorial. En todos los patrones se
observa la fluorescencia de la parte intermedia

del flagelo.

Medicién de lactato

Ellactato presente en el medio de incubacién
se midi6 usando un kit diagnéstico (Hitachi 912;
Roche Diagnostic - Trinity Biotech, Procedure
No. 735, Wicklow, Ireland). Con este método
la enzima lactato oxidasa cataliza la oxidacién
de lactato a piruvato y H O,. La peroxidasa
cataliza la condensacién oxidativa de precursores
cromégenos a partir del H,O, producido,
obteniendo un compuesto coloreado. Con
una absorcién mdxima de 660 nm y a 37°C,
la concentracién del compuesto coloreado es
directamente proporcional a la concentracién de
lactato de la muestra®. Esta medicidn se realiza
en referencia al lactato en el medio de incubacién

cuya variacién depende del metabolismo de la
gameta. La concentracién de lactato presente en
el medio de incubacién se expresé en mM de
lactato/10° espermatozoides.

Anilisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio
* desvio estdndar y fueron evaluados por el
programa STATISTIX Version 7.0 (Analytical
Software for Windows, Tallahassee, FL, USA).
Los datos fueron evaluados mediante un Anlisis
de Varianzas (ANOVA) y un post-ANOVA, a
través de la comparacién de medias con el test de
Tukey, considerando en todos los casos (p<0,05)
para establecer diferencias significativas.

RESULTADOS

Espermatozoides de bovino congelados-
descongelados fueron incubados con diferentes
combinatorias de sustratos oxidativos: lactato/
piruvato, lactato, piruvato y en ausencia de los
mismos. Para cada tratamiento se determind
en las muestras espermdticas el porcentaje
de capacitacién y de viabilidad e integridad
acrosomal, el consumo de oxigeno y la variacién
de la concentracién de lactato en el medio de
incubacién.

En muestras tratadas con heparina e incubadas
con lactato/piruvato o piruvato como sustratos
oxidativos, los porcentajes de espermatozoides
capacitados fueron significativamente mayores
respecto a los demds tratamientos (p<0,05).
Grifico 1.

La viabilidad e integridad acrosomal de las
muestras se mantuvo sin diferencias significativas
en todos los tratamientos con las distintas
combinatorias de sustratos oxidativos con
respecto a sus controles de incubacién (p>0,05).
Se evidencié una disminucién de la viabilidad
e integridad acrosomal en ausencia de sustratos
oxidativos (p<0,05). Gréfico 2.

La medicién de consumo de oxigeno, en
muestras capacitadas con heparina, permitié
observar que ante la presencia de lactato/
piruvato, la respiracién fue significativamente
superior con respecto a los otros tratamientos

(p<0,05). Tabla 1.
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Porcentaje de capacitacion espermitica determinado
con la técnica de CTC
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Grifico 1. Porcentaje de espermatozoides capacitados con diferentes sustratos oxidativos. Porcentaje de espermatozoides

capacitados utilizando diferentes sustratos oxidativos en el medio de incubacién, determinado con la técnica epifluorescente
de clorotetraciclina (CTC). LyP-0: control 0 minutos de incubacién con lactato y piruvato; LyP-15: control 15 minutos
de incubacién con lactato y piruvato; LyP-Hep: heparina 15 minutos de incubacién con lactato y piruvato; L-0:
control 0 minutos de incubacién con lactato; L-15: control 15 minutos de incubacién con lactato; L-Hep: muestras
de espermatozoides incubados con heparina durante 15 minutos con lactato; P-0: control 0 minutos de incubacién
con piruvato; P-15: control 15 minutos de incubacién con piruvato; P-Hep: muestras de espermatozoides incubados
con heparina durante 15 minutos con piruvato; C-0: control 0 minutos de incubacién sin sustratos oxidativos; C-15:
control 15 minutos de incubacidn sin sustratos oxidativos; C-Hep: muestras de espermatozoides incubados con heparina
durante 15 minutos sin sustratos oxidativos. Las letras indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05).

Porcentaje de viabilidad e integridad acrosomal
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Grifico 2. Viabilidad e integridad acrosomal con diferentes sustratos oxidativos. Porcentaje de espermatozoides vivos y
con integridad acrosomal en la capacitacién con heparina y dcido hialurénico, determinados con la tincién de azul tripin
y contraste diferencial interferencial (Azul tripan/DIC). LyP-0: control 0 minutos de incubacién con lactato y piruvato;
LyP-15: control 15 minutos de incubacién con lactato y piruvato; LyP-Hep: muestras de espermatozoides incubados con
heparina durante 15 minutos con lactato y piruvato; L-0: control 0 minutos de incubacién con lactato; L-15: control 15
minutos de incubacién con lactato; L-Hep: muestras de espermatozoides incubados con heparina durante 15 minutos
con lactato; P-0: control 0 minutos de incubacién con piruvato; P-15: control 15 minutos de incubacién con piruvato;
P-Hep: muestras de espermatozoides incubados con heparina durante 15 minutos con piruvato; C-0: control 0 minutos
de incubacién sin sustratos oxidativos; C-15: control 15 minutos de incubacién sin sustratos oxidativos; C-Hep: muestras
de espermatozoides incubados con heparina durante 15 minutos sin sustratos oxidativos. Las letras indican diferencias
significativas entre los tratamientos (P<0,05).
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Tabla 1. Consumo de oxigeno espermitico con diferentes sustratos oxidativos en el medio de incubacién. El

consumo de oxigeno de las suspensiones espermdticas con los diferentes sustratos oxidativos con y sin el

agregado de un desacoplante de cadena respiratoria (CCCP) fue determinado por polarografia y se expresé en

uLO,/h/10% espermatozoides. El tamano de la muestra fue de n=7. Las letras indican diferencias significativas

entre los tratamientos (P<0,05).

Consumo de oxigeno
Sustratos utilizados en el . )
medio de incubacién #LO,/h/10® espermatozoides
sin CCCP con CCCP
Piruvato (1,2 mM) / Lactato 14,76 + 2,89 - 21,00 £ 0,40 ¢
(22,0 mM)
Piruvato b d
(1.2 mM) 8,00 + 1,00 12,99 + 4,11
Lactato b d
(22,0 mM) 8,18 + 2,46 10,81 + 3,37
Piruvato b d
(2.4 mM) 6,48 £ 0,71 12,72 + 0,35
Sin sustratos oxidativos 6,31 £+1,39°" 9,48 + 1,00 ¢

En presencia de lactato o lactato/piruvato
como sustratos oxidativos en muestras tratadas
con heparina, la concentracién de lactato en el
medio de incubacién disminuyé con respecto
a sus controles. En muestras incubadas sélo
con piruvato con y sin presencia del inductor
de la capacitacién heparina, se registré una
disminucién de la concentracién de lactato en
el medio de incubacién (p<0,05). Grifico 3.

DISCUSION

Considerando que los espermatozoides
maduros son transcripcionalmente quiescentes,
pierden la capacidad de expresar proteinas
y de transportar vesiculas®. Debido a la alta
condensacién de la cromatina nuclear y a la
pérdida de citoplasma y de organelas, la célula
espermdtica no es capaz de sintetizar RNA de
novo y el mRNA no se traduce a proteinas. De
esta manera, los espermatozoides no sintetizan
nuevos compuestos y por tanto deberdn
llegar al ovocito con lo producido durante
la espermatogénesis. Es por ello que resulta
un desafio para el espermatozoide modular
su requerimiento energético sin aumentar
la sintesis de enzimas, como un fenémeno

metaboélico adaptativo tal como ocurre en las
células somdticas. Los espermatozoides poseen
las enzimas necesarias para llevar a cabo vias
metabdlicas como la glucélisis, el ciclo de
Krebs, la oxidacién de dcidos grasos y la cadena
respiratoria'’, siendo mds dependiente de
determinados sustratos que se adaptan a las vias
metabdlicas disponibles, principalmente aquellas
que ocurren dentro de las mitocondrias que
proveen la energfa necesaria para la motilidad>"”.

Los hallazgos del presente estudio indican
que en espermatozoides capacitados con
heparina, tanto el piruvato como el lactato son
requeridos para permitir la capacitacién, debido
a que ambas estructuras carbonadas mencionadas
serfan necesarias para su translocacién a través
de la membrana mitocondrial interna y su
oxidacién a través de la cadena respiratoria
provocando de esta manera el burst respiratorio.
Se ha reportado que el lactato y el piruvato
pueden ingresar y salir de la célula espermdtica a
través de dos tipos diferentes de transportadores
de monocarboxilatos (MCTs), encontrados en
las membranas citoplasmdticas y mitocondriales
del espermatozoide. Entre estos transportadores

se han identificado el MCT1, localizado en la
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Concentracion de lactato en el medio de incubacion
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Grifico 3. Concentracién de lactato en el medio de incubacién con diferentes sustratos oxidativos. La concentracién
de lactato en el medio de incubacién fue determinada por espectrofotometria y se expresé en mM lactato/106
espermatozoides. LyP-0: control 0 minutos de incubacién con lactato y piruvato; LyP-15: control 15 minutos de
incubacidn con lactato y piruvato; LyP-Hep: muestras de espermatozoides incubados con heparina durante 15 minutos
con lactato y piruvato; L-0: control 0 minutos de incubacién con lactato; L-15: control 15 minutos de incubacién con
lactato; L-Hep: muestras de espermatozoides incubados con heparina durante 15 minutos con lactato; P-0: control
0 minutos de incubacién con piruvato; P-15: control 15 minutos de incubacién con piruvato; P-Hep: muestras de
espermatozoides incubados con heparina durante 15 minutos con piruvato; C-0: control 0 minutos de incubacién sin
sustratos oxidativos; C-15: control 15 minutos de incubacién sin sustratos oxidativos; C-Hep: muestras de espermatozoides

incubados con heparina durante 15 minutos sin sustratos oxidativos. Las letras indican diferencias significativas entre

los tratamientos (P<0,05).

cabeza espermadtica pero que desaparece con la
maduracién, y el MCT2, que se localiza en la
cola y que nunca desaparece, siendo este ltimo
transportador el involucrado principalmente
en la lanzadera de LDH'*. Ademds, se han
encontrado evidencias de que la entrada y salida
de lactato y piruvato a la mitocondria estaria
mediada por un sistema de transporte lactato-
piruvato o translocasa®.

En espermatozoides capacitados con
heparina, la disminucién del lactato en el medio
de incubacién confirmaria que los esqueletos
carbonados de los sustratos son derivados a su
oxidacién mitocondrial. En espermatozoides
bovinos criopreservados, el camino metabdlico
oxidativo que desencadena la heparina en su
induccién de la capacitacién, estaria indicando
que el piruvato serfa metabolizado a través del
ciclo de Krebs (Esquema Metabdlico) en forma
similar a lo observado en el espermatozoide de
epididimo de rat6n®..

Nuestros datos sugieren que el piruvato
y lactato favorecen la entrada a la gameta

debido a que las traslocasas necesitan de los
esqueletos carbonados en forma de lactato y
piruvato, y de alli su destino metabélico seria
el de proveer energia como se confirma por
la ausencia de capacitacién con el agregado
de una doble concentracién de piruvato. En
el medio intracelular la actividad de lactato
deshidrogenasa favorece el destino oxidativo
metabdlico y el mantenimiento del estado redox
requerido para la capacitacion con heparina’.
El lactato in vivo estd presente en el fluido
seminal y en las secreciones del tracto genital
femenino en altas concentraciones, y puede
ser utilizado como metabolito oxidativo por
el espermatozoide humano® y el bovino®. Las
gametas femeninas también requieren de esta
dindmica de sustratos oxidativos para obtener la
energfa necesaria para sus procesos intracelulares.
Es asi como en los complejos ovocito-cumulus
de bovino, el lactato y piruvato, que pasan del
cumulus al ovocito a través de las uniones gap
presentes entre células del cumulus y entre
el cumulus y el ovocito, son utilizados por el
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Esquema metabdlico para la combinatoria piruvato/lactato en la capacitacién con heparina del espermatozoide

bovino. Las flechas negras sefialan el camino de los esqueletos carbonados de piruvato y lactato en espermatozoides

capacitados con heparina, llegando la estructura carbonada

bajo la forma de piruvato a la via metabdlica del Ciclo de

Krebs, cuyas coenzimas reducidas NADH+H+ y FADH2 ingresardn a la cadena respiratoria provocando un aumento

del consumo de oxigeno celular.

ovocito para la obtencién de energia®". El lactato
en el ovocito se reoxida a piruvato por accién de
la enzima lactato deshidrogenasa, mientras que
el piruvato tiene dos destinos posibles, ingresar
a la mitocondria para su oxidacién total a través
del Ciclo de Krebs y la cadena respiratoria®.

La ausencia de sustratos oxidativos inhibe
la capacitacién espermdtica y sélo un 40% de la
poblacién permanece viva sugiriendo que existen
sustratos oxidativos endégenos que permitirian
mantener un metabolismo basal. El descenso de
lactato se vincula con el aumento de consumo
de oxigeno. En presencia de piruvato o piruvato/
lactato, el destino metabdlico del piruvato seria el
ingreso a una via oxidativa como el ciclo de Krebs,
como lo demuestra la baja produccién de lactato
y el aumento de consumo de oxigeno, acordando
este hallazgo con la disminucién de la actividad
de lactato deshidrogenasa en espermatozoides
bovinos capacitados con heparina, resulta en
un uso mds eficiente del piruvato para obtener
energia a través del ciclo de Krebs’.
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La funcién mitocondrial es un punto clave
en la obtencién de energfa en el espermatozoide
bovino capacitado con heparina. Nuestro
estudio sugiere que en espermatozoides con
mitocondrias acopladas la combinacién que
mantiene la carga energética favoreciendo una
respiracion celular es la de piruvato y lactato.
Aunque la criopreservacién altera la membrana
plasmdtica y la integridad mitocondrial®
necesarias para la funcién espermdtica, se
demuestra en este trabajo que las mitocondrias
retienen la capacidad de preservar el acoplamiento
respiratorio requerido para la sintesis de ATP.
En el espermatozoide bovino, la presencia de
heparina incrementa la frecuencia del batido
flagelar e induce un incremento significativo en la
amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza,
comparado con los espermatozoides incubados
sin heparina’. Los cambios espermdticos
asociados con la capacitacién incluyen un
incremento en la motilidad espermdtica® y en
el consumo de oxigeno®. En el presente estudio,
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nosotros inferimos que el estado energético
espermdtico generado por la heparina se
corresponde con una respiracién mitocondrial
activa y un consumo de oxigeno incrementado,
s6lo en presencia de lactato y piruvato.

De la capacitacién médxima obtenida con
heparina en presencia de diferentes sustratos
oxidativos, se infiere que es la combinacién de
piruvato/lactato la mejor opcién para mantener
la mds alta viabilidad espermadtica, un burst
respiratorio celular y un alto porcentaje de
espermatozoides capacitados, asegurando
un metabolismo activo de la gameta para
cubrir los requerimientos energéticos del
proceso espermdtico. Este estudio contribuye
a optimizar las condiciones del espermatozoide
criopreservado bovino que aseguren la
fertilizacién en el marco de las biotecnologias
aplicadas a la produccién bovina.
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