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Resum

El fluid epididimari conté un nombre elevat de molécules organiques, de les quals algunes molécules de baix pes
molecular, com I’L-carnitina, el glutamat i el myo-inositol, estan implicades en la maduracié espermatica. En
aquest estudi s’ha determinat que al llarg del conducte epididimari la concentracio de glutamat i carnitina al fluid
epididimari lliure d’espermatozoides augmenten, alhora que la concentracio de myo-inositol disminueix. Al llarg
de I’epididim les variacions en la concentracié d’aquests soluts no segueixen el mateix patrd que les variacions
en la concentraci6 espermatica; aquestes diferéncies s’atribueixen a processos de secrecid o d’absorcié d’aquests
osmolits. El contingut de myo-inositol a I’interior dels espermatozoides disminueix des del caput distal, mentre
que el contingut de glutamat augmenta a partir del caput distal; el contingut de carnitina dels espermatozoides
epididimaris no varia al llarg del conducte. Aquests resultats donen suport a la hipotesi que 1’epididim proporcio-
na glutamat als espermatozoides, el qual pot ser utilitzat per a regular el seu volum en entrar en contacte amb els
fluids hipotonics del tracte reproductor femeni.

Paraules clau mascle reproductor porci, epididim, carnitina, glutamat, myo-inositol.

Abstract

In epididymal plasma, high-molecular-weight proteins and smaller molecules such as L-carnitine, glutamate and
myo-inositol are thought to aid in the conversion of gametes into competent, functional cells. In this study, it has
been determined that in epididymal fluid, free of spermatozoa, the concentration of myo-inositol decreased in a
proximo-distal direction, whereas intraluminal concentrations of L-carnitine and L-glutamate increased distally.
As changes in the concentration of these solutes did not parallel changes in sperm concentration, indicative of
fluid resorption, this may reflect active secretion or absorption of theses solutes. The content of inositol in sper-
matozoa fell as they moved from the distal caput whereas sperm glutamate increased from the distal caput to
more distal regions and carnitine content remained unchanged during epididymal transit. These data are consis-
tent with the hypothesis that epididymal provision of glutamate prepares porcine spermatozoa for the hypotonic
challenge of fluids in the sow.
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INTRODUCCIO

El fluid epididimari conté un elevat nombre de molé-
cules organiques de baix pes molecular i solubles en
aigua presents a elevades concentracions (mM) (Co-
oper, 1998); algunes d’aquestes molécules son I’L-
carnitina, el glutamat i el myo-inositol. Es creu que
I’L-carnitina esta implicada en la producci6 d’ener-
gia per a la motilitat espermatica (Ng et al., 2004), i
que el glutamat pot ser utilitzat com a substrat oxida-
tiu per al metabolisme aerobic dels espermatozoides

(Mann, 1964) o pot millorar la supervivéncia esper-
matica (Tyler i Rothschild, 1951). D’altra banda, el
myo-inositol un cop transformat a fosfatidilinositol
és metabolitzat activament pels espermatozoides i es
creu que té un efecte estimulador de la motilitat, la
respiracio i la glicolisi dels espermatozoides (Scott i
Dawson, 1968). A més, es coneix que aquestes mo-
lécules son utilitzades per les céllules somatiques
com a osmolits reguladors de volum (Fiirst et al.,
2002). Recentment s’ha proposat que els espermato-
zoides en procés de maduracid podrien adquirir
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aquests osmolits, els quals participarien en la regula-
ci6 del volum espermatic als fluids hipoosmotics del
tracte reproductor femeni (Cooper i Yeung, 2003).

L’objectiu d’aquest estudi és determinar com va-
ria la concentracié de carnitina, myo-inositol i gluta-
mat al fluid i als espermatozoides de les diferents re-
gions epididimaries, 1 si aquestes substancies actuen
com a osmolits per als espermatozoides en procés de
maduracio a I’epididim de porci.

MATERIAL I METODES

En aquest estudi es van utilitzar sis mascles Pietrain
de deu mesos d’edat; de cadascun d’ells es van canu-
lar les sis regions epididimaries (caput proximal i
distal, corpus proximal i distal, i cauda proximal i
distal) per tal d’obtenir-ne el fluid luminal sense di-
luir. Es va analitzar la concentraci6 espermatica dels
continguts luminals sense diluir i, a continuacio, es
van processar per tal d’obtenir per separat els esper-
matozoides epididimaris i el fluid lliure d’esperma-
tozoides.

Per a I’extraccié d’osmolits dels espermatozoides
epididimaris, se’ls van aplicar 3 polsos d’ultrasons
de 3 segons amb el sonicador (25 W; punta
d’1,5 mm; Vibra-Cell-Sonicator, Sonics & Materials

a)
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Inc. Danbury, Conn, EUA), tot mantenint la mostra
en gel.

Totes les analisis dels osmolits organics es van re-
alitzar amb assajos fluorimeétrics modificats per pla-
ques de 96 pouets i es van llegir amb un espectroflu-
orimetre (SpectraMax GeminiXS Molecular Devices
GmbH, Munic, Alemanya). L’analisi de la concen-
traci6 de carnitina es va fer seguint el protocol des-
crit per Machara et al. (1988). En aquest meétode,
I’L-carnitina és convertida a acetilcarnitina per la
carnitina-acetiltransferasa (CAT), alhora que l’ace-
tilcoenzim A (AcCoA) és convertit a coenzim A
(CoA). El CoA reacciona amb el N-(4-(2-benzimida-
zolil)-fenil)-maleimida (BIPM) per a donar lloc a un
producte fluorescent (CoA-BIPM) que pot ser quan-
tificat amb excitacié a 315 nm i emissié a 370 nm
(figura 1a). En el cas de I’L-glutamat, aquest €s con-
vertit a a-oxoglutarat, NH; i H,O, per la glutamat-
oxidasa (Glut Ox). El glutamat és regenerat per
I’accié de 1I’L-alanina- i 1I’L-glutamat-piruvat-trans-
aminasa (APT i GPT, respectivament) que incre-
menten la produccio d’H,O.. Aquest H,O- en presen-
cia de la Horse Radish Peroxidasa (HRP) converteix
I’Amplex Red a resorufina, que podra ser quantifica-
da per excitacié a 560 nm i emissié a 587 nm (figura
1b). Per a I’analisi de la concentracié d’inositol es va
utilitzar el protocol descrit per O’Neill et al. (1998) i
Yeung et al. (2004). En aquest métode, el myo-inosi-
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Figura 1

Seqiiéncia de reaccions de I’assaig de la concentracio de

carnitina (a), glutamat (b) i myo-inositol (c).
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tol és convertit a scyllo-inososa per la inositol-deshi-
drogenasa (IDH), mentre que el dinucleotid de nico-
tina i adenina (NAD') és reduit (NADH). La
NADH-oxidasa (NADH Ox), juntament amb el nu-
cleotid de flavina i adenina (FAD"), oxida el NADH
i converteix 1’oxigen a H,O,. Finalment, I’Amplex
Red en presencia de I’HRP reacciona amb 1’H,O,
per a produir resorufina, que sera quantificada amb
excitacio a 530 nm i emissié a 590 nm (figura 1c).

Els resultats obtinguts de 1’analisi de la concentra-
ci6 d’osmolits organics s’expressen com la mitjana +
SEM (n = 6). L’analisi estadistica de les dades es va
dur a terme amb el programa SigmaStat (versi6 3.1;
SPSS Inc, Erkrath, Alemanya). Les diferéncies entre
regions epididimaries es van analitzar amb el test de
I’ANOVA d’un factor; les dades que no complien la
normalitat o I’homoscedasticitat es van analitzar
amb una ANOVA d’un factor en rangs. Per a fer les
comparacions post-hoc es va utilitzar el métode de
Holm-Sidak, i les diferéncies es van considerar esta-
disticament significatives quan P < 0,05.

RESULTATS I DISCUSSIO

La concentracié espermatica augmenta al caput epi-
didimari, per bé que del caput distal al corpus proxi-
mal disminueix, abans de tornar a augmentar de nou
fins al cauda epididimari (figura 2).

Les concentracions de carnitina i de glutamat del
fluid luminal augmenten al llarg del conducte epidi-
dimari, i assoleixen el seu maxim al cauda proximal
(10 mM i 23 mM, respectivament) (figura 3). La
concentracié espermatica no segueix el mateix patrd
que la concentracid de carnitina i glutamat; per tant,
I’augment de la concentracié d’aquests osmolits no
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Figura 2 Concentraci6 espermatica (mitjana = SEM) al
fluid de les sis regions epididimaries (R1-R6) dels sis
mascles reproductors porcins. a-d: els valors amb la ma-
teixa lletra no difereixen significativament entre regions.

és conseqiiencia d’una reabsorcié d’aigua, sind que
s’atribueix a processos de secrecié o de sintesi de
carnitina i glutamat. L’augment de la concentraci6
de carnitina al llarg del conducte epididimari ja ha-
via estat descrit préeviament en porci (Jeulin i Lewin,
1996). Jeulin et al. (1994) demostraren que la carni-
tina no se sintetitza a I’epididim, siné que és trans-
portada des de la sang; posteriorment, s’ha descrit
I’existeéncia de transportadors de carnitina a 1’epidi-
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Figura 3  Concentracions (mitjana + SEM) de carnitina
(a), glutamat (b) i myo-inositol (c) al de les sis regions
epididimaries (R1-R6) dels sis mascles reproductors por-
cins. a-d: els valors amb la mateixa lletra no difereixen
significativament entre regions.
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dim de rates i ratolins (Rodriguez et al., 2002; Coo-
per et al., 2003).

En els espermatozoides de raga Pietrain la concen-
tracio de carnitina no varia al llarg del conducte epi-
didimari (0,28 nmol/106 spz) (figura 4), mentre que
en els espermatozoides de la raga Large White aug-
menta de manera progressiva (Jeulin i Lewin, 1996).
En altres especies, com hamsters, conills, marrans i
toros (Inskeep i Hammerstedt, 1982; Casillas et al.,
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Figura 4  Contingut (mitjana + SEM) de carnitina (a),
glutamat (b) i myo-inositol (c) als espermatozoides de les
sis regions epididimaries (R1-R6) dels sis mascles repro-
ductors porcins. a-c: els valors amb la mateixa lletra no
difereixen significativament entre regions.
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1984), també s’ha descrit un augment de la concen-
tracid de carnitina dels espermatozoides al llarg de
I’epididim.

La concentraci6 de glutamat del fluid augmenta de
manera progressiva al llarg del conducte epididimari
fins a 23 mM al cauda distal (figura 3). Johnson et
al. (1972) també van trobar una concentracid similar
de glutamat al fluid del cauda distal de mascles por-
cins, per bé que aquests autors no van mesurar la
concentracié d’aquest osmolit a la resta de regions
epididimaries. Contrariament, en rata s’ha determi-
nat que la concentracié de glutamat disminueix al
llarg del conducte epididimari (Hinton, 1990). En ra-
toli, s’ha descrit la preséncia de transportadors, que
transporten glutamat de la sang cap a la llum del
conducte epididimari (Cooper i Yeung, 2003).

Entre el caput proximal i el caput distal s’ha deter-
minat una disminuci6 de la concentracid de glutamat
en els espermatozoides, tot i que al corpus i al cauda
epididimaris aquesta concentracid augmenta fins a
0,4 nmol/10° spz (figura 4). Aquesta disminucid ini-
cial podria reflectir que els espermatozoides estan
utilitzant el glutamat per al seu metabolisme, o que
els espermatozoides son permeables al glutamat i
que, per tant, es produeix un flux de glutamat cap al
fluid epididimari. D’altra banda, I’augment de con-
centracio que s’observa als espermatozoides del cor-
pus i el cauda epididimaris podria ser conseqiiéncia
de I’adquisicid de glutamat des del fluid epididimari.

A diferéncia de la carnitina i el glutamat, la con-
centraci6é d’inositol al fluid luminal disminueix des
del caput proximal (70 mM) fins al cauda distal
(7,5 mM) (figura 3). Hinton et al. (1980) determina-
ren, també en porci, que la concentracié d’inositol al
cauda distal era d’1 mM, per bé que en aquest cas
tampoc no van mesurar-ne la concentracio a la resta
de regions epididimaries. Existeixen diferéncies en-
tre especies en els nivells d’inositol del fluid epididi-
mari; aixi, en conills, primats, marrans i toros (Vogl-
mayr i Amann, 1973; Hinton et al., 1980) la
concentracié d’inositol disminueix al llarg del con-
ducte, mentre que en rates augmenta (Voglmayr,
1974). A T’epididim de ratoli (Xu i Cooper, observa-
cions no publicades), pero no de gos (Kwon et al.,
1992), s’ha determinat la preséncia d’un transporta-
dor d’inositol depenent de sodi, tot i que no es co-
neix en quina direccid transporta aquest substrat.

La concentracié d’inositol als espermatozoides
epididimaris disminueix des del caput distal fins al
cauda distal (0,2 nmol/10° espermatozoides) (figu-
ra 4), parallelament a la concentracié d’inositol del
fluid epididimari; aixo suggereix que els espermato-
zoides son permeables a 1’inositol o que I’estan
transformant a fosfatidilinositol. Voglmayr i Amann
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(1973) van demostrar que en conill el contingut d’i-
nositol dels espermatozoides testiculars era quatre
vegades superior al dels espermatozoides del cauda
epididimari, d’acord amb els resultats obtinguts en el
present treball.

Aixi doncs, al fluid epididimari la concentracio6 de
glutamat i carnitina augmenten, alhora que la con-
centracié6 de myo-inositol decreix. El contingut de
myo-inositol dels espermatozoides disminueix des
del caput distal, mentre que el contingut de glutamat
augmenta a partir del caput distal; el contingut de
carnitina dels espermatozoides epididimaris no varia
al llarg del conducte. Aquests resultats donen suport
a la hipotesi que 1’epididim proporciona glutamat als
espermatozoides, i que aquest glutamat pot ser utilit-
zat pels espermatozoides per a regular el seu volum
en entrar en contacte amb els fluids hipotonics del
tracte reproductor femeni.
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