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Como indica Roux, los procesos que rigen y reglamentan los fend-
menos biolégicos son de dos tipos: unos, de orden congénito, facto-
res ecromosomal-zigéticos» que determinan el crecimiento formal del
individuo, y otros, de orden biocatalitico, «factores de realizacién» ca-
paces de poner en marcha-en los mismos la potencia toda marcada
por los primeros.

En el grupo de los llamados «factores de realizacion», se incluyo,
en un principio, a las vitaminas y a los fermentos. pero mads tarde, a
consecuencia del mejor conocimiento quimico y biclégico de las hor-
monas, llegé a modificarse el concepto de estas sustancias para con-
siderarlas como «biocatalizadores» que actuarian de manera semejan-
te a los catalizadores de quimica orgénica, esto es, a pequefias dosis,
pero exigiéndose en el caso del biocatalizador hormonal una condicion
fundamental apuntada por Seitz, que se refiere a la existencia de un
«organo efector» o capaz de responder al estimulo hormonal. De este
modo, Amons y Dirchel incluyen a las vitaminas, hormonas y fermen-
tos en el grupo de los biocatalizadores, con la denominaciéon comun
de «erginas».

En los animales inferiores, amebas, etc., la funcién de reproduc-
cién no es mas que una consecuencia de la de crecimiento; como he-
cho que demuestra la proximidad de estas funciones (reproduccion y
crecimiento), tenemos el que algunos factores, tal como la estrona,
que en los animales inferiores se comporta como de crecimiento, en

— 69 —



los superiores actiia como factor de reproduccion, y del mismo modo,
sustancias como la crocina, identificada por Mocevus con la carotina
(factor vitaminico), que en los animales se comporta como un factor
de crecimiento, en las algas del género clamidomonas actda en forma
indispensable como «factor de reproducciény».

El fenémeno enzimatico mas importante en la conjugacién de los
gametos de los animales inferiores, es el que tiene lugar entre el fer-
mento (hialuronidasa) y el sustractum (mucina mesenquimal), que in-
tegra el cimulo coforo y el cemento que une las células envolventes
del 6vulo (corona radiada).

La importancia de este fendmeno es tal, que Pincus, Chang, Duthie,
Austin, etc., centran en él un interesant simo capitulo, cual es el de la
cesterilidad de tipo enzimdlico>.

El fermento hialuronidasa fué descubierto por Duran-Reynals en
1928, en los extractos acuosos de testiculo y al que llamé factor de di-
fusion y permeabilidad; Mc Lean, en 1930, descubrié el referido fer-
mento en gérmenes del género clostridium; Favilli, en 1941, relacion6
la capacidad de difusion del virus rabico con la existencia de este fac-
tor y finalmente Bergamini descubri6 el caracter enzimatico de los fe-
némenos de difusion hasta entonces observados.

La hialuronidasa se encuentra en el tejido pulmonar y en distintos
6rganos, pero principalmente en el testiculo (epitelio seminifero), y en
el liquido espermatico. Bergamini y Favilli han determinado los valo-
res de hialuronidasa en el liquido espermatico de toro, caballo, cerdo
y aves, llegando a la conclusién de que aquellos valores (que en prin-
cipio son muy bajos) se elevan a medida que transcurre el tiempo de
supervivencia «in vitro» del esperma, de tal modo que por lo menos
hasta las veinte horas después de la recogida los valores de concen-
tracién no resultan constantes.

Para Greennberg, Rizatti y Vendamini, la principal fuente de hialu-
ronidasa radica en el propio espermatozoide y el aumento de ésta en
el medio espermatico es consecuencia de la difusion transespermatica;
a la misma conclusién llegan Delgard y Mikkelse, quienes sitdan el
almacén de fermento en el zoospermo, debajo del capuchén cefalico y
encima del acrosoma. De este modo, se interpreta a los espermatozoi-
des como vectores de hialuronidasa (Chang, Rasbech, Mixner y Jo-
huston).

Chang, en 1951, descubri6 que en la coneja los espermatozoides
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cuando en su marcha ascendente alcanzaban las proximidades del 6vu-
lo, frenaban su marcha progresiva manifestando inicamente movi-
mientos oscilatorios, como si algo les impidiera llegar hasta la peldci-
da; el tiempo en que aquéllos quedaban en esta situacion para después
lanzarse velozmente sobre el 6vulo, era de unas cinco horas. A este
fenémeno que el referido autor llama <capacitation of mammalian
sperms» y debe interpretarsele como el tiempo necesario para que los
espermatozoides liberen la suficiente cantidad de fermento para des-
polimerizar el mucoide mesenquimatoso que los frena en su marcha.

Por otra parte, Favilli, trabajando con esperma a distintos titulos
de dilucién, observé que al llegar a un determinado grado de dilucion,
aquél perdia hasta totalmente la capacidad fecundante, capacidad que
volvia a recuperarse tinicamente cuando se afiadia hialuronidasa. A
través de estas experiencias, lo mismo que las de Caretta'y Fiorentino
(1952) por lo que respecta al esperma de toro, se demuestra claramen-
te el papel de la hialuronidasa en la conjugacién de los gametos, has-
ta el punto de resultar el <primum novens» de los fenomenos de pene-
tracion espermatica y denudacion de la coronaria.

Un segundo y fundamental aspecto de este proceso enzimatico, lo
constituye el sustractum o mucina que rodea al 6vulo y une las célu-
las de la zona coronaria. Las mucinas son sustancias abundantes en
los organismos vivos, en los que sostienen funciones de alto interés
biolégico. En cuanto a su procedencia pueden dividirse en:

De origen ectodérmico.
> endodérmico.
> 0y mesodérmico.

El mesodermo constituye, en definitiva, el tejido de relleno, de sostén,
que sirve de meso (unién), etc.; el auténtico mesénquima se distribu-
ye, en términos generales, en las siguientes funciones:

a) Sustancia amorfa intercelular.

b) Tejido conjuntivo amorfo o poco diferenciado.

¢) Tejido de sostén, que sirve de esqueleto al diferenciado (inte-
grando el tractus digestivo, genital, urinario, membranas ce-
rebrales y medulares, liquido sinovial, etc.).

d) Constituyendo 6rganos independientes (huesos, tendones,
cartilagos, vasos, etc.).

Teniendo en cuenta la naturaleza quimica de los elementos mesen-
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quimales, pueden dividirse en dos grandes grupos, integrados el uno
por el ac. hialurénico, formado a su vez por ac. glucorénico, acetil-
glucosamina y ac. sulfirico, y el otro por el ac. condroitinsulfdrico,
a su vez integrado por ac. glucorénico, acetilgalactosamina (condro-
samina) y ac. sulfdrico.

Al primer grupo pertenecen los mesenquimas amorfos, y al segun-
do, principalmente los estructurados (cartilago, etc.).

El ac. hialurénico abunda en el humor vitreo, gelatina de Warton
(umbilical), sinovia articular, misculos, tendones, prepucio, membra-
na sexual del mono, cresta de las aves, tumores y en la piel; aunque
mezclado con el condroitinsulfiirico, constituye el elemento principal
de las paredes vasculares, se encuentra en las secreciones prostaticas,
en los liquidos foliculares y forma parte de ciertas estructuras bacte-
rianas (capsula, etc.), siendo elaborado por varios gérmenes.

Resulta interesante sefialar que el ac. hialurénico no es base de las
mucinas de origen epitelial (ectodermo y endodermo). De este modo
no son alteradas por la hialuronidasa las mucinas (salivar, la mucoiti-
na gastrica) ni otras que integran el moco cervical, etc., asi como
tampoco los mesénquimas integrados por ac. condroitinsulfarico.

Quimicamente el ac. hialurénico es un macopolisacdrido compues-
to de gran nimero de moléculas, uniéndose unas con otras mediante
combinaciones anhidras.

Su disposicion estructural ha podido ser comprobada en estos ulti-
mos tiempos gracias al microscopio electrénico. El grado de polimeri-
zacion esta relacionado con acciones fermentativas, quienes al mismo
tiempo reducen la viscosidad del medio.

Stanndinger, en sus estudios de quimica coloidal, distingue en los
mucopolisacaridos dos grupos. Unos de particulas esféricas y otros en
disposicion lineal o cateniformes, a este segundo grupo pertenecen
las mucinas ovulares.

MECANISMO DEL PROCESO DE DESPOLIMERIZACION.—EI
primer paso de la despolimerizacion de los mucopolisacaridos lo da
una «mucopolisacarasa», que escinde algunos metameros formando
agua y dando lugar a moléculas mas simples (oligosacaridos). Los
muco-oligosacaridos todavia son viscosos, no tienen accién reducto-
ra, adoptan estados coloidales y no son coagulables.

El segundo paso lo da una «oligomucosacarasa», que transforma
a los oligomucosacaridos en disacaridos. En estos desaparece la vis-
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cosidad y la turbidez, pero todavia no tienen accién reductora impor-
tante, de este modo queda libre la acetilglucosamina. Sobre €sta actia
una sulfatasa liberandose ac. sulfarico y glucosa en dltimo término,
originandose, por otra parte, ac. acético, amoniaco, glucosa y agua
por mecanismos que pueden observarse en la grafica nam. 1.

Las propiedades reductoras en el producto de desintegracion estan
en relacion con la liberacién de glucosa; la aparicion de glucosa y la
pérdida completa de la viscosidad en el medio, coloca a los esperma-
tozoides en condiciones 6ptimas para dirigirse hacia el 6vulo, al que
se mantuvo atraido por fuerzas de naturaleza no bien conocida, y en-
tre las que puede, fundamentalmente, apuntarse las de tipo eléctrico.

El medio liquido y no viscoso favorece el movimiento reotaxico y
la glucosa liberada proporciona material energético al espermatozoide
(hipercinesis espermatica).

Se comprende facilmente que todas las circunstancias capaces de
alterar este proceso enzimatico pueden comportarse como causas de
esterilidad, empleando esta palabra en mas amplia significacion. Pre-
séntase, pues, un nuevo capitulo, el de la «esterilidad enzimatica»,
de extraordinaria importancia en la Fisiopatologia de la reproduccion
animal.

Activadores de la hialuronidasa.—Un de los factores que mas
influyen sobre la actividad de este fermento, es el pH. Segiin Rogers
(1947 y 48), el pH 6ptimo para la hialuronidasa testicular, es de 7, di-
ferenciandose de los de origen bacteriano que tienen un pH 6ptimo
de 5'4 a 6’5. Mc Lean ha encontrado otro comportamiento 6ptimo de
la hialuronidasa testicular a un pH de 6, interpretandose este fenéme-
no, como sospecha, de la existencia de dos fermentos diferentes.

No se conoce hasta qué punto son favorables al efecto de este
fermento ciertos iones; el calcio y el magnesio resultan en general
favorables, las soluciones isotonicas de cloruro sodico son mas ade-
cuadas que las hipertonicas.

Algunas sustancias, tales como las lecitinas, peptonas, glicerina,
triacetina, etc., tienen accién favorable, segiin Duran-Reynals, a tra-
vés de un efecto histaminico.

Todas las sustancias capaces de reducir la viscosidad, favorecen
la accion del fermento, y gran niimero de sustancias reductoras se
comportan del mismo modo.

La corteza suprarrenal parece poseer una marcada accion activa-
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dora sobre este fermento. Luriz ha demostrado que las inyecciones

de progesterona, lo mismo que corticosterona, presentan un efecto
«spreading» muy acentuado.

Inhibidores de la hialuronidasa — Gibian divide los inhibidores de
las mesomucinasas existentes en el suero en tres grupos: a) Los que
actiian mediante combinaciones definidas; b) Anticuerpos especificos;
¢) Inhibidores de naturaleza proteica no especifica y termolabilis.

Como inhibidores de la hialuronidasa de composicién quimica co-

GRAFICA NUM. IV

Curvas de concentracion «in vitro» de espzrma-citrato-yema
mas Vit. C a distintas concentraciones

Testigo con uua concentracién natural de 15 mgs. °/, de Vit C.
————— Problema con una concentracién de 20 mgs. °/, de Vit. C.

.............................. » » » » 40 mgs. °/, de Vit. C.
————— » » » » » 60 mgs. °/, de Vit. C.
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nocida, tenemos, segiin Calesnick, distintos fenoles, cuyo efecto est4
relacionado con el niimero de grupos OH y la longitud de la cadena
lateral.

En el organismo animal existen gran namero de sustancias de ac-
cién inhibidora frente a la hialuronidasa espermatica, entre las que
tenemos la mucina géstrica, pepsina, pancreatina, condroitinsulfirico,
papaina, hemina, bilirrubina y, en consecuencia, la bilis. Mc Lean, Ro-
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gers, Shuman y Swyer, han puesto de manifiesto el efecto inhibidor
de la heparina, Beilar ha sefialado el hecho curioso de que otros anti-
coagulantes sintéticos, como el dicumarol y los polisulfonatos (Ber
gamini y Ferrari), preseitan igualmente accion anti-hialuronidasa.

Guerra, en 1946, puso de manifiesto el efecto antagénico entre los
salicilatos y la hialuronidasa al inyectar el fermento a cobayas a quie-
nes antes les habia administrado salicilatos. Myer y Kulb, en 1917,
observaron el antagonismo entre el enzima espermdtico y los antihis-
taminicos en vivo, tales como el benadril, antisina, piribenzamina,
etc. A este respecto, Moynihan y Watson, en 1949, suponen que el
referido efecto inhibidor se establece por un mecanismo indirecto, ya
que in vitro no ha podido demostrarse el mismo comportamiento.

Hass fundamenta sus teorias sobre inmunidad y resistencia orga-
nica, en que el mucopolisacarido que integra el conectivo (ac. hialuré-
nico) es atacado por los agentes invasores, quienes disponiendo del
fermento hialuronidasa despolimerizan al tejido conectivo y llegan a
difundirse por el organismo; junto a los enzimas microbianos, admite
otros en el organismo de acci6n anti-invasora y pro-invasora, de
acuerdo con su comportamiento ante el fermento agresor, con el que
actuarian los gérmenes patégenos.

Williams admite relacion directa entre la cantidad de hialuronidasa
producida por los gérmenes y virulencia de los mismos; esta hipétesis
ha sido demostrada por Humphrey con relacion a neumococos, y por
Crowley con respecto a estreptococos.

Parrot y Fasuquella, en 1949, han llegado a establecer una relacién
entre el efecto inhibidor sobre la hialuronidasa y el protector de la
fragilidad capilar, como ocurre con el factor P, ciertos glucésidos,
derivados flavinicos (Clark y Geirsman) y otras sustancias contenidas
en los citruc, tales como la vitamina C (Parrot y Fusquella, 1949;
Beiler y Martin, 1946-48).

Wattemberg y Glick, en 1949, descubren la accién inhibidora fren-
te a la hialuronidasa de las esterinas. Los estrégenos, andrégenos y
colesterinas presentan menos actividad en este sentido que la cor-
tisona.

Vitamina C y fermento hialuronidasa.—La vitamina C o acido
ascorbico es una de las vitaminas de mas alto valor biologico, y muy
especialmente por lo que se refiere a funciones de reproduccion.
Phillips llegé a descubrir grandes concentraciones de esta vitamina en
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GRAFICA NUM. V
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el 16bulo anterior de la hipéfisis (adeno-hipéfisis), hasta el punto de
admitir relacion directa entre vitamina C existente y funcién gonado-
trofica hipofisaria.

De acuerdo con Rowlands, la mayor parte de los autores admiten
una accion de refuerzo de la vitamina C sobre el efecto de la proges-
terona.

Walton y Edwards llegaron a sospechar cierta relacion entre la
capacidad fecundante del esperma de toro y su concentracion en vita-
mina C; siendo perfectamente comprobada esta reiacion por Plank,
Siebenga, en Holanda, y por Phillips, en Notte América.

En nuestro trabajo titulado «Investigaciones de la vitamina C en
el esperma de toro y morueco» (Rev. Veterinaria, Sept. 1954), se llega
a la conclusion siguiente entre otras: Existe relacion directa entre la
concentracion de la referida vitamina en el esperma, la concentracion
espermatica y la motilidad; siendo aquella relacion de orden inverso
por lo que se refiere al namero de formas espermaticas anormales.
Por otra parte se observa que la administracién intramuscular de do-
sis de choque de ac. ascérbico mejoran las condiciones de concentra-
cién, motilidad y disminuyen el porcentaje de formas anormales en el
eyaculado.

Demostrado el efecto que la vitamina C tiene en cuanto a reducir
el porcentaje de formas espermaticas anormales en el esperma, pensa-
mos concretar el mecanismo de este efecto; teniendo en cuenta que
dicha vitamina, como demostré Gibian, Parrot y Fasquella, 1949; Bei-
ler y Martin, 1948, etc., se comporta como inhibidor de la hialuroni-
dasa, consideramos conveniente experimentar sobre la accion «in vi-
tro» que sobre los espermatozoides presenta la hialuronidasa. Por otra
parte, la accion de dosis masivas de vitamina C sobre los espermato-
zoides y, finalmente, el efecto que ejerce sobre la masa espermatica
la adicion simultanea de vitamina C y fermento hialuronidasa.

PRIMERA EXPERIENCIA.—De esperma recién recolectado se
separan 0,5 c¢. c. como fraccion testigo y el resto se diluye con ci-
tratoyema (Salisbury) al 1:5. A 10 c. c. de medio espermdtico-citrato-
yema se le afiaden 3 c. c. de solucion tamponizada (fosfato, pH=
6,8), que lleva disuelto 250 u. V. de hialuronidasa, el volumen total
(13 c.’c.) se divide en dos porciones de 6,5 c. c. cada una.

Con respectivos tubos testigos se coloca en nevera a 2 -5°Cyen
estufa a 30° C.
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Los resuliados obtenidos en los distintos controles (cada doce ho-
ras) se aprecian claramente en la grafica nam. IL.

Por otra parte, se ha determinado el porcentaje de formas anorma-
les en la resultante citrato-yema hialuronidasa a través de controles
tomados cada doce horas; valores que expresamos en la gréfica na-
mero Il

La supervivencia en estufa a 30° C, es en todo caso limitadisima
apreciando como muy significativo el incremento de formas anorma-
les en el esperma-hialuronidasa y la naturaleza de aquéllas.

GRAFICA NUM. VI

Curva de concentracidn «in vitro» del esperma-citrato yema
con adicidn de Vit. C. mas hialuronidasa

31

Testigo con 15 mgs. °/, de Vit. C méas 250 u. v. de hialuronidasa

————— Problemacon20 » %, » » » 250 » »
.............................. » cond4) » °[;» » » 250 » »
—_ = . = » con60 » oy » » » 250 » »
e — e — » con80 » % » » » 250 » »

De esta primera experiencia se llega a la conclusion de que: a) La
supervivencia «in vitro» del esperma-citrato-yema, mas hialuronidasa
en nevera a 2°-5° C, resulta reducida en 48-72 horas con relacion a los
testigos sin fermento.

b) El porcentaje de formas anormales se eleva considerablemente
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con la adicion de hialuronidasa, alcanzando su maximo de las 36 a las
70 horas. El tipo de anormalidad resulté en el 70 por 100 de casos a
consecuencia del desprendimiento del capuchén cefélico (formas
calvas).

¢) En las muestras conservadas a 30° C correspondientes a adi-
cién de hialuronidasa, la necrospermia final presenta imagenes en las
que se observa un mayor porcentaje de formas sin capuchén con rela-
cion a los testigos.

SEGUNDA EXPERIENCIA.—Se adiciona a la mezcla citrato-
yema (Salisbury) vitamina C. Las soluciones de ac. ascorbico se han
verificado en medio tampon (fosfato, pH= 6,8), a fin de neutralizar
la acidez del ascorbico.

De este modo se consiguieron concentraciones, en el medio esper-
matico, de 20-40-60 y 80 mgs. por 100 c. c. En las muestras testigos
de esperma se presentaba una concentracion natural de 15 mgs. por
100 de vitamina C.

Los resultados, en cuanto a tiempo de supervivencia en nevera
9°-5° C y en cuanto de porcentaje de formas anormales, se expresan
en las graficas nameros V y 1V, respectivamente.

CONCLUSIONES

a) Las adiciones de vitamina C al esperma en las condiciones an-
teriormente sefialadas, no prolongan la supervivencia <in vitro» de los
espermatozoides.

b) Se observa una mejoria en la actividad cinética y se mantiene
ésta mas elevada que en el testigo.

c) Las concentraciones de ac. ascérbico al 60 y 80 mgs. por 100,
sobre todo ésta tltima, reducen el tiempo de supervivencia en 84 ho-
ras. Este fenomeno puede explicarse por la dificultad del medio tam-
pén para neutralizar tan elevada concentracién de ac. ascorbico.

d) El porcentaje de formas anormales resulta ostensiblemente
menor cuando se adiciona vitamina C al medio.

TERCERA EXPERIENCIA.—Afadir al medio esperma-citrato-
yemu hialuronidasa y vitamina C. Una vez preparada la solucién tam-
ponizada de ac. ascérbico en ella se disolvieron 250 u. V. de hialuro-
nidasa como en los casos anteriores (previo control, separacion de
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material testigo y acomodacién térmica), se conservo el material en
nevera a 2'-5° C.

Los resultados observados cada doce horas quedan resumidos en
la grafica nam. VI.

CONCLUSIONES

a) Se observa una reduccién en el tiempo de conservacién «in
vitro» semejante a la encontrada en la segunda experiencia (adiciones
crecientes de vitamina C).

b) El porcetaje de formas anormales resulta semejante al de la
segunda experiencia. Lo que indica que el porcentaje positivo, que en
este sentido presentaba la hialuronidasa (primera experiencia, grafica
nam. II), ha sido anulado por la accién de la vitamina C.
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