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UNION A ZONA PELUCIDA DE ESPERMATOZOIDES OVINOS SELECCIONADOS POR
SWIM-UP/DEXTRANO
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Muino-Blanco, T.
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INTRODUCCION

El espermatozoide de mamiferos recién eyaculado no puede fecundar al ovocito.
Para que adquiera capacidad fecundante ha de sufrir una serie de procesos de tipo
bioquimico y cambios en el patrébn del movimiento del flagelo que le permiten al
espermatozoide alcanzar la capacidad de sufrir la reaccion acrosémica, mediante la cual
liberara el contenido del acrosoma para poder fusionarse con el ovocito (Benoff,1993; De
Jonge,1999; Yeagle,1991). El proceso de swim-up/dextrano permite seleccionar
espermatozoides libres de plasma seminal con alta motilidad y viabilidad (Garcia-Lopez et al.,
1996). En trabajos anteriores hemos demostrado que la tasa de fertilidad obtenida mediante
inseminacion intrauterina de muestras seleccionadas en ausencia de calcio y bicarbonato
(SW-) fue significativamente mayor que la de muestras seleccionadas con ambos
compuestos, cuando la ovulacién y la inseminacién no estaban bien sincronizadas (Grasa et
al., 2004). Con objeto de comprobar si esa diferencia podria deberse a que el proceso de
swim-up con calcio y bicarbonato indujera la capacitacion, en este estudio se han
comparado muestras SW- a 0 horas y después de 3 y 4 h de incubacién con 5% CO; a 39
°C, sin y con adicién de agentes capacitantes. En todos los casos se ha valorado motilidad,
integridad de membrana, estado de capacitacién (mediante tincion con clorotetraciclina
(CTC), y tasa de unién a zona pellcida (ZBA). Ademas, y dado que hemos comprobado que
la capacitacion aumenta la fosforilacion de residuos de tirosina de determinadas proteinas
de la membrana espermatica (Grasa et al., 2004), hemos analizado los cambios en el patron
de fosforilacion mediante Western-blotting.

MATERIAL Y METODOS

Para la obtencion del semen, mediante vagina artificial, se emplearon moruecos
adultos entre 2 y 4 afios, pertenecientes a la Asociacion Nacional de Criadores de Ganado
selecto de la raza Rasa Aragonesa pertenecientes a ANGRA, estabulados en la Facultad de
Veterinaria bajo condiciones nutricionales uniformes. Con el objetivo de eliminar las
diferencias individuales, para cada ensayo, se utiliz6 una mezcla de los segundos
eyaculados de cuatro moruecos. Los experimentos se realizaron manteniendo los animales
con un periodo de abstinencia de dos dias, de acuerdo con estudios previos (Ollero et al., 1996).

La metodologia utilizada tanto para la seleccion de las muestras de espermatozoides
por un método de swim-up/dextrano, su evaluacion, la induccion de la capacitacion y su
valoracion mediante la tincién con clorotetraciclina (CTC), la obtencién de proteinas del
plasma seminal y su aislamiento, asi como la inmunodeteccién mediante Western-blotting,
fue la descrita previamente (Pérez-Pé et al.,2002), y la unidn a zona pellcida (ZBA)
utilizando ovocitos homologos segun el protocolo descrito (Pérez-Pé et al., 2000). EI medio
capacitante estaba compuesto por NaCl 100 mM, KCI 3,1 mM, NaHCO; 25 mM, CaCl,.2H,0
2 mM, NaH,PO, 0,3 mM, MgCl,.6H,0 0,4 mM, HEPES 10 mM, piruvato sédico 1 mM, lactato
sédico 21,6 mM, glucosa 5 mM, BSA 5 mg/ml, pH 7,2. La mezcla de aditivos contenia metil-
b-ciclodextrinas 2,5 mM, teofilina 1 mM, cafeina 1 mM, acido okadaico 0,2 uyM, db-cAMP 1
mM. La motiidad espermaitica se valoro utiizando un Sistema Computerizado de Analisis Seminal (PROISER).

RESULTADOS Y DISCUSION
La Fig. 1 refleja el estado de capacitacion de espermatozoides seleccionados por un
proceso de swim-up/dextrano en ausencia de calcio y bicarbonato (SW-) después de la
adiciéon de calcio y bicarbonato (control), y el efecto de la adicidon de agentes capacitantes
(aditivos) y la incubacion con 5% CO;, a 39 °C. Puede observarse que la proporcion de
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espermatozoides capacitados en las muestras control no era muy alta (26,7%) y que
aumento6 ligeramente durante la incubacidén. Sin embargo, los aditivos produjeron un
aumento muy significativo del porcentaje de espermatozoides capacitados inmediatamente
después de su adicion. Después de la incubacién en condiciones capacitantes
comprobamos que la proporcién de capacitados se mantuvo mientras que el porcentaje de
reaccionados aumento.
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Fig. 1.- Valoracion con CTC del estado de capacitaciéon de espermatozoides ovinos. Porcentaje de no
capacitados (@), capacitados () y reaccionados (@) en muestras control (swim-up- con adicién de 4 mM calcio y
25 mM bicarbonato), y en presencia de aditivos, incubadas 3 0 4 h con 5% CO, a 39 °C. Valores medios (% *
SEM, n=7). * P<0,001 respecto a muestras control a 0 h; ® P<0,05, **P<0,01,88® P<0,001 respecto a muestras
con aditivos a 0 h.

Los cambios en los patrones de CTC no se corresponden con los cambios
observados en la motilidad (Fig. 2). Los aditivos no produjeron un aumento inmediato de los
espermatozoides con motilidad progresiva, aunque redujeron significativamente el nimero
de estaticos producidos durante la incubaciéon, aumentando los motiles (Fig. 2a). Es
importante resaltar que el mayor porcentaje de rapidos se encontré en las muestras con
aditivos después de 3 horas de incubacion, significativamente mayor que el obtenido
después de 4 horas (Fig. 2b).

La capacidad de uniéon a zona pelucida de ovocitos homélogos (Tabla 1) de la
muestra control (t=0) aumenté después de 3 horas de incubacion (P < 0.05). Estos
resultados indican que la muestra obtenida por swim-up no esté capacitada, y que la adicién
de calcio y bicarbonato no produjo un aumento inmediato en la capacitacion, lo que
concuerda con los resultados de la tincion con CTC (Fig. 1). Los aditivos no produjeron un
aumento inmediato de la unién a zona pelucida, a diferencia de lo observado en el patrén de
CTC. Sin embargo, después de 3 h de incubacién, los resultados de ZBA fueron mayores en
la muestra con aditivos, tanto respecto a la misma muestra a 0 h (P < 0,005), como a la
muestra control a las 3 h de incubacion (P<0,05). Estas diferencias fueron menores después
de 4 h de incubacion (Tabla 1).

Tabla 1.- Unién a zona pelucida (ZBA) de ovocitos homoélogos de muestras
control y con aditivos

Espermatozoides por ovocito
0 horas 3 horas 4 horas
Aditivos 5,25 + 0,431°° 9,34 + 0,918° 7,38 £ 0,982
Control 4,7 +0,56° 6,21 +0,418° 5,78 £ 0,499

Valores medios de espermatozoides unidos por ovocito * SEM (n=3). Diferentes
superindices tanto en filas como en columnas indican diferencias significativas: a, b: P <
0,005; b,c: P <0,05.
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Fig. 2.- Parametros de motilidad valorados con SCA. Muestras control (swim-up- con adicion de 4
mM calcio y 25 mM bicarbonato), y en presencia de aditivos, incubadas 3 o0 4 h con 5% CO, a 39 °C.
Valores medios + SEM (n=7). Porcentaje de espermatozoides A) estaticos (M), moviles no
progresivos (@), moviles progresivos (m ); B) rapidos (O), medios (M), lentos ( @), estaticos ( @ ).
®eP<(,001 respecto a muestras control a 0 h; * P<0,05 respecto a muestras controla 3y 4 h.

El examen de los patrones de fosfotirosina mediante western-blotting puso de
manifiesto que esta fosforilacion aumenta después de 3 h de incubacién en presencia de
aditivos, tanto respecto a las muestras control como a las que llevan aditivos a 0 h. Ademas,
se encontrd una correlacion significativa (R=0,8534, P<0,05) entre el aumento en la sefial de
fosfotirosinas y los resultados de ZBA.

En definitiva, los resultados de este estudio ponen de manifiesto que los
espermatozoides seleccionados por swim-up/dextrano en ausencia de calcio y bicarbonato
no estan capacitados, y que la adicion de activadores de la Protein Kinasa A estimula la
capacitaciéon de espermatozoides ovinos.
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