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1. R ESU M E N 

En mamíferos, de los miles de millones de espermatozoides que son depositados en el genital de la 

hembra, solamente una cantidad muy reducida será capaz de alcanzar el oviducto y almacenarse en 

el reservorio espermático. Posteriormente, cuando la ovulación ocurre, parte de esta selecta población 

se liberará de su unión a las células epiteliales del istmo para alcanzar la ampolla y fecundar al ovocito 

(Hunter et al., 1983; Hunter, 1984). Sin embargo, el encuentro espermatozoide ovocito no es un 

evento que ocurra al azar, sino que los espermatozoides deben ser guiados hasta el gameto femenino 

(Eisenbach & Giojalas, 2006). El paso del istmo, donde se encuentra el reservorio, a ampolla, lugar 

de fecundación en porcino, responde a tres mecanismos de orientación: reotaxis (movimiento del 

espermatozoide en contra del flujo hacia el ovocito), termotaxis (movimiento del espermatozoide 

hacia el ovocito guiado por un gradiente de temperatura), y quimiotaxis (movimiento del 

espermatozoide hacia el ovocito guiado por un gradiente de concentración de atrayentes químicos). 

La quimiotaxis es una técnica que se viene utilizando cada vez más en estudios de espermatozoides 

in vitro. La mayoría de estos estudios se centran principalmente en analizar la dirección del 

movimiento y el comportamiento de los espermatozoides en presencia de algún quimioatrayente, 

principalmente, la progesterona (P4). El uso de biofluidos procedentes de la hembra como 

quimioatrayentes, es una buena alternativa para seleccionar y estudiar espermatozoides aptos para la 

fecundación. Además, en estos biofluidos no sólo se ha demostrado que contenga P4 en su 

composición, sino que también se ha observado la presencia de otros componentes capaces de actuar 

como quimioatrayente. Asimismo, el uso de biofluidos como quimioatrayentes ha mostrado 

resultados promisores en diferentes especies, como la humana (Ralt et al., 1994; Oren-Benaroya et 

al., 2008), bovina (Gil et al., 2008), lagomorfos (Fabro et al., 2002) y rodedores (Oliveira et al., 

1999). Si bien, pocos estudios se han centrado en el uso de biofluidos como quimioatrayentes para la 

selección de espermatozoides en la especie porcina y su impacto sobre la calidad embrionaria. 



Resumen!

"+!

Las hipótesis que nos planteamos en este trabajo fueron que los biofluidos reproductivos [fluido 

folicular (FF), fluido oviductal (FO) y medio condicionado (MC)] en la especie porcina, tanto de 

manera individual como en su conjunto, tienen efectos quimiotácticos y son dependientes de la 

concentración. Además, la selección de espermatozoides por parte de los biofluidos modifica las 

características bioquímicas y funcionales de los espermatozoides, por lo que mejoran la calidad 

embrionaria tras la fecundación in vitro (FIV).  

Con el propósito de desarrollar estas hipótesis planteamos los siguientes objetivos. i) Determinar la 

capacidad quimiotáctica y concentración optima de los biofluidos (FF, FO y MC) sobre 

espermatozoides porcinos. ii) Realizar un estudio comparativo de las características funcionales y 

bioquímicas de los espermatozoides que responden o no a factores quimiotácticos. iii) Analizar 

componentes en los biofluidos responsables de la actividad quimiotáctica y iv) Determinar si existe 

relación entre la calidad embrionaria y los espermatozoides que respondieron al quimioatrayente FF. 

La selección de espermatozoides potencialmente fértiles por los biofluidos se llevó a cabo mediante 

un dispositivo que disponía de dos pocillos a los que hemos denominado A y B comunicados entre si 

mediante un tubo. En el pocillo A se depositaron 20x106 espermatozoides/mL diluidos en TALP, 

mientras que en el pocillo B, se depositó el medio TALP suplementado o no con los quimioatrayentes 

de estudio. 

En la primera exper iencia se determinó la concentración optima de los biofluidos reproductivos 

(FF, FO y MC) que mayor número de espermatozoides seleccionaban después 20 min de quimiotaxis. 

Para ello se estableció una curva de dilución en forma de campana, utilizando como valores de 

referencia aquellos en los que el rendimiento de la FIV, determinado en estudio previo en nuestro 

laboratorio, se vio mejorado [1% (v/v) de FF, 1% (v/v) de FO y 2% (v/v) de MC]. Las concentraciones 

empleadas (v/v) para establecer la curva de dilución con los diferentes biofluidos fueron: FF: 0,13%, 

0,25%, 0,5%, 1% y 1,5%; FO: 0,13%, 0,25%, 0,5%, 1% y 1,5%; y MC: 0,033%, 0,065%, 0,13%, 0,25% 

y 0,5%. Las concentraciones de P4 empleadas como quimioatrayente control, fueron: 1, 2,5, 5, 7,5 y 10 
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pM. Además, una vez establecida las concentraciones de los biofluidos reproductivos que mayor 

de los tres biofluidos (FF + FO + MC) para comprobar si había o no algún efecto sinérgico entre estos 

compuestos. Asimismo, ya que es conocido que el fenómeno de la quimiotaxis se encuentra 

estrechamente relacionado con la activación de los canales CatSper y el incremento de calcio 

intracelular [Ca2+]i que se produce cuando estos canales se activan, se estudió el efecto del inhibidor 

NNC 55-0396, el cual bloquea los canales CatSper y reprime la entrada de calcio (Ca2+) en el 

espermatozoide. 

Además, se estudió la composición de los biofluidos reproductivos mediante la técnica de HPLC-

MS/MS para determinar la presencia de algunas sustancias relacionadas con la quimiotaxis como: 

P4, estradiol (E2), adenosín monofosfato cíclico-3',5' (AMPc) y guanosín monofosfato cíclico 

(GMPc). También se analizó la presencia de proteínas presentes en dichos biofluidos relacionadas 

con la quimiotaxis y la relación que existe entre ellas. 

Cuando analizamos las concentraciones utilizadas en la curva de dilución, las concentraciones 0,25% 

de FF, 0,25% de FO, 0,065%, 0,13% de MC y 10 pM de P4, fueron las que proporcionaron el mayor 

porcentaje de espermatozoides seleccionados. Por otro lado, observamos que valores superiores a los 

descritos no incrementaban la migración espermática. Cuando utilizamos las concentraciones a las que 

cada biofluido proporcionaba la mayor actividad quimiotáctica no se observaron diferencias en el 

porcentaje de espermatozoides seleccionados entre los quimioatrayentes utilizados. Para averiguar la 

posibilidad de que se pudieran potenciar los biofluidos si todos estuvieran presentes en un mismo 

pocillo, utilizamos la . Los resultados no mostraron un 

incremento en el porcentaje de espermatozoides seleccionados respecto del resto de grupos 

experimentales. 

Por otro lado, al analizar si el efecto quimiotáctico de estos biofluidos se veía mermado al inhibir los 

canales de Ca2+, observamos que los espermatozoides incubados con el inhibidor NNC 55-0396, 
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disminuían su capacidad de migrar hacia el pocillo B, tanto en presencia de quimioatrayentes como 

para el caso del grupo control.  

Por último, cuando analizamos los componentes presentes en los biofluidos (FF, FO y MC) 

relacionados con la quimiotaxis, observamos que el FF presentaba la mayor cantidad de E2, P4 y 

GMPc, el FO mayor cantidad de AMPc, mientras que los valores más bajos se observaron en el MC, 

a excepción de E2 y P4 que eran más elevada que en el FO. En relación a los componentes proteicos, 

se observó la presencia de guanilato ciclasa (GC), adenilato ciclasa (AC) y el péptido natriurético 

atrial (PNA) o isoformas de estas en todos los biofludos. No obstante, la GC fue la única proteína en 

común entre los tres biofluidos. 

Como conclusión a esta experiencia podemos decir que los biofluidos reproductivos (FF, FO y MC) 

en la especie porcina, tienen efectos quimiotácticos y son dependientes de la concentración.  

Para determinar si los espermatozoides seleccionados por parte de los biofluidos tenían mejor 

características funcionales, nos planteamos como segunda exper iencia realizar un estudio 

comparativo de la calidad seminal. Para ello, analizamos la integridad acrosomal, motilidad, test 

hipoosmótico, fosforilación en tirosina, FIV y fragmentación de ADN. 

En relación a la integridad acrosomal, los resultados mostraron que los valores más altos de 

espermatozoides con el acrosoma integro, tras la migración hacia los quimioatrayentes, se 

presentaban en los grupos FF, FO y MC, aunque solo el grupo FO mostró un mayor porcentaje de 

espermatozoides con acrosoma integro respecto del grupo .  

La motilidad espermática tras la migración hacia el quimioatrayente, no mostró diferencias entre los 

grupos experimentales. 

Los espermatozoides seleccionados por los quimioatrayentes presentaron mayor porcentaje de 

respuesta positiva a las condiciones hipoosmóticas respeto a espermatozoides no atraídos por un 
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quimioatrayente, mostrando un cambio morfológico evidenciado por una curvatura de diferente grado 

en el flagelo espermático.  

La capacitación de los espermatozoides, proceso en que ocurren cambios funcionales y moleculares 

que implican cambios secuenciales y que confieren al espermatozoide la capacidad de fecundar, viene 

regulada por los fluidos reproductivos. Por ello, decidimos analizar la localización de la fosforilación 

de tirosina de los espermatozoides que habían migrado hacia los diferentes quimioatrayentes. Al 

evaluar los resultados de los patrones de fosforilación en los espermatozoides, observamos que los 

espermatozoides que migraron hacia los quimioatrayentes habían sido capacitados dado que se 

producía un incremento de fosforilación respecto a la muestra sin tratar, encontrándose los valores 

más altos para el patrón III (región acrosomal y ecuatorial fosforiladas). Sin embargo, no se 

encontraron diferencias significativas entre ellos.  

Para evaluar de forma conjunta todos los parámetros de calidad seminal, se planteó averiguar el efecto 

de la selección espermática por quimiotaxis sobre la FIV. Los resultados mostraron después de 18h 

de inseminación que el mayor número de espermatozoides unidos a la zona pelúcida ocurrió en los 

grupos TALP y FF. Asimismo se observó que el FF presentaba el mayor porcentaje de ovocitos 

penetrados. Sin embargo, no existieron diferencias entre los grupos experimentales en cuanto al 

número de espermatozoides por ovocito penetrado.  

Tras el análisis de los resultados de la segunda experiencia, observamos que solo aparecieron 

diferencias en los parámetros de FIV entre el FF y los otros quimioatrayentes. Por ello, se decidió 

evaluar el ADN de los espermatozoides que migraron hacia el FF y los espermatozoides que lo 

hicieron hacia el TALP. El análisis se realizó inmediatamente después de la quimiotaxis y tras 24h 

de incubación a 38,5ºC y 5% CO2. Para determinar la fragmentación del ADN utilizamos dos 

técnicas: naranja de acridina y el kit Halomax®. Observamos que el porcentaje de espermatozoides 

con el ADN fragmentado, era casi casi nulo con las dos técnicas mencionadas. 
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Como conclusión a esta segunda experiencia, podemos decir que los espermatozoides seleccionados 

por los quimioatrayentes solo presentaron mejores características funcionales cuando se sometieron 

a una condición hipoosmótica. Además, únicamente los espermatozoides seleccionados con el FF 

incrementaron la tasa de penetración.  

En la tercera exper iencia nos planteamos analizar la posible relación entre la selección espermática 

con el FF y la calidad embrionaria, analizando la producción de embriones desde la división 

embrionaria a las 48h hasta el estadio de blastocisto expandido a las 168h. 

Antes de analizar los blastocistos, ha sido necesario realizar un control de FIV que nos ha permitido 

averiguar la producción de los posibles cigotos que posteriormente llegarían a estadio de blastocisto. 

Los resultados a las 18h post-inseminación mostraron que el porcentaje de ovocitos penetrados fue 

superior para el grupo TALP. Sin embargo, el número medio de espermatozoides por ovocito y la 

formación de los pronúcleos fue mayor cuando los espermatozoides eran seleccionados con el FF. 

No obstante, en relación a los embriones obtenidos, observamos que el porcentaje de cigotos que se 

dividieron a las 48h era similar entre los dos grupos experimentales. Sin embargo, a las 168h cuando 

se evaluó el porcentaje de blastocistos obtenidos (expandidos y no expandidos) así como el número 

de células de estos, se observó un incremento significativo en el grupo FF respecto del control, lo que 

indica la mayor calidad embrionaria. Por tanto, la selección de espermatozoides mediante el 

quimioatrayente FF mejora la velocidad de desarrollo del embrión así como la calidad embrionaria. 
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2. SU M M A R Y 

In mammals, only a very small amount of the billions of spermatozoa that are deposited in the female 

genitalia will be able to reach the oviduct and be stored in the sperm reservoir. Later on, when 

ovulation occurs, part of this select population will detach from the epithelial cells of the isthmus to 

reach the ampulla and fertilize the oocyte (Hunter et al., 1983; Hunter, 1984). However, the sperm-

oocyte encounter is not a random event, but rather spermatozoa must be guided towards the female 

gamete (Eisenbach & Giojalas, 2006). The passage from the isthmus (where the reservoir is located) 

to the ampulla (fertilization site in pigs) is regulated by three orientation mechanisms: rheotaxis 

(sperm journey against the flow, towards the oocyte), thermotaxis (guided by a temperature gradient), 

and chemotaxis (guided by a concentration gradient of chemical attractants). Specifically, the latter 

is a technique that is being used more and more in in vitro sperm studies. Most of the research focused 

typically on analyzing the movement direction and behavior of spermatozoa, in the presence of some 

chemoattractants, the main one being progesterone (P4). The use of biofluids as chemoattractants is 

a good alternative for the selection and study of spermatozoa suitable for fertilization. Furthermore, 

it has been shown that these biofluids not only contain P4, but also other components capable of 

acting as chemoattractants. Likewise, the use of biofluids has shown promising results during 

chemotaxis in different species, such as human (Ralt et al., 1994; Oren-Benaroya et al., 2008), bovine 

(Gil et al., 2008), lagomorphs (Fabro et al., 2002) and rodents (Oliveira et al., 1999). However, few 

studies have focused on using biofluids for sperm selection in the porcine species and its impact on 

embryo quality. 

Our hypotheses for this work were that reproductive biofluids [follicular fluid (FF), oviductal fluid 

(OF) and conditioned medium (CM)], both individually and as a whole, have chemotactic effects and 

are concentration dependent in the porcine species. Furthermore, the sperm selection mediated by 

biofluids modifies the biochemical and functional characteristics of spermatozoa, thereby improving 

embryo quality after in vitro fertilization (IVF). 
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To develop these hypotheses, we established the following objectives. i) Determine the chemotactic 

activity and optimal concentration of biofluids (FF, OF y CM) on porcine sperm. ii) Carry out a 

comparative study of the functional and biochemical characteristics of spermatozoa that respond or 

not to chemotactic factors. iii) Analyze the components responsible for the chemotactic activity in 

these biofluids and iv) Determine if there is a relationship between embryo quality and spermatozoa 

that responded to the follicular fluid chemoattractant. 

The selection of potentially fertile spermatozoa mediated by biofluids was carried out using a device 

that had two wells, named A and B, which communicated with each other through a tube. In well A, 

20x106 spermatozoa/mL diluted in TALP were deposited, while in well B, TALP supplemented or 

not with the corresponding chemoattractants. 

In the fi rst exper iment, the optimal concentration of reproductive biofluids (FF, OF y CM) that 

selected the highest number of sperm was determined after 20 min of chemotaxis. For this, a bell-

shaped dilution curve was established, using as reference values those in which the IVF performance, 

determined in a previous study in our laboratory, was improved [1% (v/v) of FF, 1% (v/v) of OF and 

2% (v/v) of CM]. The concentrations (v/v) used to establish the dilution curve with the different 

biofluids were as follows: FF: 0.13%, 0.25%, 0.5%, 1% and 1.5%; OF: 0.13%, 0.25%, 0.5%, 1% and 

1.5%; and CM: 0.033%, 0.065%, 0.13%, 0.25% and 0.5%. The P4 concentrations used as a control 

chemoattractant were: 1, 2.5, 5, 7.5 and 10 pM. In addition, once the concentrations of the 

reproductive biofluids that provided the highest proportion of sperm migration had been established, 

a group ( ) composed of the sum of the three biofluids (FF + OF + CM) was included to verify, 

whether or not, there was any synergistic effect among these compounds. Furthermore, since it is 

known that the chemotaxis phenomenon is closely related to the activation of CatSper channels and 

subsequent increase in the intracellular Ca2+, the effect of the inhibitor NNC 55-0396 was also 

studied, which blocks CatSper channels and inhibits the entry of Ca2+ inside spermatozoa. 
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Additionally, the composition of reproductive biofluids was studied using the HPLC-MS/MS 

technique, to determine the presence of some substances related to chemotaxis such as: P4, estradiol 

(E2), 3',5'-cyclic adenosine monophosphate (cAMP) and cyclic guanosine monophosphate (cGMP). 

The presence of proteins related to chemotaxis and the relationship between them was also analyzed 

in these biofluids. 

When analyzing the concentrations used in the dilution curve, we observed that 0.25% of FF, 0.25% 

of OF, 0.065%, 0.13% of CM and 10 pM of P4, provided the highest percentage of selected sperm. 

On the other hand, we observed that values higher than those described did not increase sperm 

migration. When we used the concentrations at which each biofluid provided the highest chemotactic 

activity, no differences were observed in the percentage of selected sperm between the 

chemoattractants used. In the attempt to find out if the effect of the biofluids could be enhanced when 

all were present in the same well, we used the sum of the three biofluids  (FF + OF + CM). The 

results did not show an increase in the percentage of selected sperm compared to the rest of the 

experimental groups. 

On the other hand, when analyzing whether the chemotactic effect of these biofluids was diminished 

by inhibiting Ca2+ channels, we observed that the sperm incubated with the inhibitor NNC 55-0396 

decreased their ability to migrate towards well B, both in the presence of chemoattractants and in the 

case of the control group. 

Finally, when analyzing the chemotaxis-related components present in the biofluids (FF, OF and 

CM), we observed that FF presented the highest amount of E2, P4 and cGMP, OF contained the 

highest concentration of cAMP, whereas the lowest values were observed in CM, with the exception 

of E2 and P4, which were higher than in OF. Regarding the protein components, the presence of 

guanylate cyclase (GC), adenylate cyclase (AC) and atrial natriuretic peptide (PNA), or their 

isoforms, was observed in all biofluids. However, GC was the only common protein among them. 
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As a conclusion to this experiment, we can confirm that reproductive biofluids (FF, OF and CM) have 

chemotactic effects and are concentration dependent in the porcine species. 

To determine whether the sperm selected by the biofluids had better functional characteristics, we 

considered carrying out a comparative study of semen quality, as a second exper iment. For this 

purpose, we performed the following assays: acrosomal integrity, motility, hypoosmotic test, tyrosine 

phosphorylation, IVF and DNA fragmentation. 

In relation to acrosomal integrity, the results showed that the highest values of spermatozoa with an 

intact acrosome after migration towards the chemoattractants, were present in the FF, OF and CM 

groups, even though only the OF group showed a higher percentage of acrosome-intact spermatozoa 

when compared to the  group. 

When evaluating the sperm motility, no differences were observed between the experimental groups 

after chemotaxis. 

The spermatozoa selected by the chemoattractants had a higher percentage of positive response to 

hypoosmotic conditions, than spermatozoa not attracted by a chemoattractant, showing a 

morphological change evidenced by a curvature of different degrees in the flagellum. 

Sperm capacitation, a process in which functional and molecular modifications occur that involve 

sequential changes and that confer the fertilizing ability to spermatozoa, is regulated by reproductive 

fluids. For this reason, we decided to analyze the location of tyrosine phosphorylation in those 

spermatozoa that migrated towards the different chemoattractants. When evaluating the 

phosphorylation patterns, we observed that spermatozoa which migrated towards the 

chemoattractants had been capacitated, since there was an increase in phosphorylation compared to 

the untreated sample, with the highest values registered in the pattern III of phosphorylation 

(phosphorylated acrosomal and equatorial regions). However, no differences were found between the 

chemoattractants. 
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To jointly evaluate all the semen quality parameters, we decided to evaluate the effect of sperm 

selection by chemotaxis on IVF. After 18h of insemination, the results evidenced that the highest 

number of sperm attached to the zona pellucida was present in the TALP and FF groups. We also 

observed that the FF group was the one that showed the highest percentage of penetrated oocytes. 

However, we did not observe differences between the experimental groups regarding the number of 

sperm per penetrated oocyte. 

After analyzing the results from the second experiment, we only observed differences in the IVF 

parameters between FF and the other chemoattractants. For this reason, we decided to assess the DNA 

of those spermatozoa which migrated towards FF and TALP, respectively. The analysis was 

performed immediately after chemotaxis and after 24h of incubation at 38.5 ºC and 5% CO2. 

Specifically, DNA fragmentation was analyzed using two techniques: acridine orange and the 

Halomax® kit. In both cases, we observed that the percentage of sperm with fragmented DNA was 

almost null. 

As a conclusion to this second experiment, we can say that the spermatozoa selected by 

chemoattractants had better functional characteristics only when they were subjected to a 

hypoosmotic condition. Furthermore, only spermatozoa selected by FF increased the penetration rate. 

In the third exper iment, we decided to analyze the possible relationship between sperm selection 

with FF and embryo quality, by evaluating embryo production starting from the embryo division at 

48h to the expanded blastocyst stage at 168h. 

Before evaluating the blastocysts, it was necessary to perform a IVF control that allowed us to find 

out the production of possible zygotes which would later reach the blastocyst stage. The results at 

18h after fertilization, showed that the percentage of penetrated oocytes was higher in the TALP 

group. However, the mean number of sperm per oocyte and the formation of pronuclei was higher 

when sperm were selected with FF. However, in relation to the embryos obtained, we observed that 

the percentage of zygotes that divided at 48h was similar between the two experimental groups. 
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Nevertheless, at 168h, when evaluating the percentage of obtained blastocysts (expanded and 

unexpanded), as well as their number of cells, a significant increase was observed in the FF group 

compared to the control, which indicates a higher embryo quality. Therefore, sperm selection with 

the FF chemoattractant improves both the speed of embryo development and embryo quality. 

!

!

!

!

!

!

!

 

 



Introducción 

#$!
!

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCC IÓN 

 



Introducción!

#%!

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introducción!

#&!

3. IN T R O DU C C I Ó N . 

Las técnicas de reproducción asistida (TRA) en la especie humana han experimentado grandes 

avances en los últimos años. No obstante, estas técnicas aún podrían ser mejoradas, pues ninguna de 

ellas alcanza el rendimiento de la reproducción in vivo. En este sentido, cobran especial importancia 

los estudios basados en la fisiología reproductiva para la optimización de las actuales técnicas o el 

desarrollo de otras nuevas. El estudio y la aplicación de las TRA, requiere disponer de materiales 

biológicos ilimitados y modelos animales que permitan llevar a cabo una investigación minuciosa. 

Estos hechos dotan a la especie porcina como modelo de especial relevancia dada las grandes 

similitudes anatómicas, fisiológicas y genéticas que existen entre ambas especies (porcina y humana). 

Por ejemplo, se han obtenido resultados destacados relacionados con las vías de señalización in vivo 

(Luño Lázaro et al., 2013) o in vitro (Soriano-Úbeda et al., 2017) que conducen a la capacitación de 

los espermatozoides. Estos estudios han sido realizados utilizando medios definidos y biofluidos de 

manera que simulan condiciones in vivo de forma que permitan determinar posibles mejoras en la 

interacción y fecundación de gametos, así como en el desarrollo embrionario. Con estos avances se 

han solucionado muchas dudas, pero en contrapartida, se han abiertos nuevos caminos que plantean 

otras inquietudes relacionadas con la selección espermática con medios fisiológicos. Por lo tanto, 

sigue existiendo la necesidad de profundizar el estudio de la fisiología y la funcionalidad de los 

espermatozoides, desde su deposición en el trato genital femenino hasta el reservorio espermático, 

los mecanismos que guían a los espermatozoides desde el reservorio hasta el ovocito (reotaxis, 

termotaxis, quimiotaxis), así como los componentes químicos y biológicos del tracto genital femenino 

que facilitan la interacción entre espermatozoides y ovocitos. 

 

 

 



Introducción!

#'!

3.1. E l recor rido del espermatozoide desde su origen al sitio de fecundación.  

El espermatozoide es una célula haploide y móvil, cuya función es la formación de un cigoto 

totipotente tras la fusión de su núcleo con el del gameto femenino, el ovocito (Trebichalská & 

Holubcová, 2020). Sin embargo, antes de encontrarse con el ovocito, los espermatozoides sufren 

varias modificaciones antes de atraversar las diferentes barreras que rodean el ovocito. 

Desde su origen, los espermatozoides se ven sometidos a un proceso de selección constante. En 

efecto, los fagocitos libres en el interior de los sacos testiculares eliminan las células defectuosas 

(Bonet & Molinas, 1986), luego, los espermatozoides siguen su recorrido pasando por la cabeza y 

cuerpo de epidídimo donde ocurre su maduración y, finalmente, a la cola del epidídimo donde serán 

almacenados. En este último lugar, vuelven a ser sometidos a otro proceso de selección por las células 

ameboideas con capacidad fagocitaria, eliminando espermatozoides con alteraciones generadas por 

un extenso periodo de almacenamiento (Bonet & Molinas, 1986). En el tracto genital femenino de 

nuevo se produce otro proceso selectivo. En la vagina, cuello uterino o útero dependiendo de la 

especie, se depositan millones de espermatozoides (vivos, muertos, morfológicos y genéticamente 

normales y alterados) que deben atravesar un ambiente hostil donde serán sometidos a un estricto 

proceso de selección. En dicho proceso, en los primeros 30 min tras la monta o tras la inseminación 

artificial, se producirá un reflujo del eyaculado que oscila entre el 15-40% (Matthijs et al., 2003). 

Posteriormente, alrededor de un 80% de espermatozoides serán eliminados por los 

polimorfonucleares. Finalmente, consecuencia de esa eliminación selectiva, solo una reducida 

población entorno al ~1% de espermatozoides viables, morfológica y genéticamente normales, 

alcanzará el reservorio espermático en el oviducto (Rodríguez-Martínez et al., 2005). 
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F igura 1. Recorrido del espermatozoide en el tracto genital femenino y eventos que ocurren en las distintas 
secciones del trato reproductivo de la hembra [tomada y modificada de (Senger, 1999)].  

3.2. Proceso de capacitación espermática y factores que lo regulan. 

Durante el recorrido a través del tracto genital femenino (Fig. 1), los espermatozoides experimentan 

un proceso complejo conocido como capacitación (Austin, 1952). Durante este proceso, ocurren 

modificaciones funcionales y moleculares controlados por diferentes vías (De Lamirande et al., 1997) 

que implican cambios secuenciales y que conferiran al espermatozoide la capacidad de fecundar. La 

capacitación es un proceso complejo en el que se producen cambios rápidos en el momento que el 

espermatozoide es eyaculado. Sin embargo, otros cambios requieren un período de tiempo más largo 

en el tracto genital femenino (in vivo) o en un medio adecuado (in vitro), en el que los 

espermatozoides adquieren la capacidad para fecundar. En base a ello, Visconti (2009), sugirió que 

el fenómeno de la capacitación se podría dividir en dos etapas, por un lado, la capacitación rápida, 

cuando los espermatozoides entran en contacto con la secreción de las glándulas accesorias para ser 



Introducción!

#)!

eyaculado y, por otro lado, la capacitación lenta la cual ocurre en el tracto genital femenino. Además, 

todo parece indicar que tanto en los cambios rápidos como los lentos se encuentran regulados 

principalmente por la vía adenilato ciclasa soluble (ACs)/AMPc/proteína quinasa A (PKA) y esta a 

su vez por aceptores de colesterol como la albumina, el bicarbonato (HCO3
-) y el Ca2+. 

 Aceptores de colesterol. 

La capacitación lenta a diferencia de la rápida, va más allá de activar la motilidad al entrar en contacto 

con el HCO3
-, requiere de más tiempo en el tracto genital femenino para que los espermatozoides se 

expongan a otras moléculas específicas, como proteínas de alto peso molecular (albumina) y proteínas 

ligadas a colesterol (lipoproteínas de alta densidad), las cuales son capaces de eliminar el colesterol 

de la membrana y por ello, incrementar su fluidez así como su permeabilidad (Visconti et al., 1998). 

En presencia de albúmina, el HCO3
- conduce a la activación del ACs de la membrana espermática 

que cataliza el metabolismo de AMPc. La albúmina actúa en sinergia con el HCO3
- mediando la salida 

de los esteroles de la superficie de la membrana (Brouwers et al., 2011; Boerke et al., 2013). Flesch 

y Gadella (2000) observaron que la adición de albúmina causa eflujo de colesterol, pero solo en las 

células que estaban en presencia de HCO3
-.  

Igualmente, la capacitación lenta se puede lograr en condiciones in vitro, mediante la incubación de 

los espermatozoides en un medio con composición similar al oviducto, es decir que presente entre 

otros constituyentes una fuente de energía como piruvato, lactato o glucosa (dependiendo de la 

especie), albumina sérica como fuente proteica y HCO3
- (> 15 mM) y Ca2+ (> 1 mM). En resumen, 

en presencia de HCO3
-, Ca2+ y albumina se logra eliminar hasta un 40% de colesterol de la membrana 

plasmática de los espermatozoides y como resultado, incrementa fosforilación de proteínas a través 

de las vías de señalización de AMPc/PKA (Visconti et al., 1995; Visconti & Kopf, 1998; Gadella, 

2017). 

 



Introducción!

#*!

 Bicarbonato. 

Los espermatozoides adquieren la capacidad de mover el flagelo en su tránsito por el epidídimo, pero 

realmente el movimiento empieza después de la eyaculación, al entrar en contacto con el plasma 

seminal. Para ello, es crucial el contacto con el HCO3
- y este hecho ocurre tanto in vivo como in vitro 

(Okamuras et al., 1965; Boerke et al., 2013). 

Una vez que los espermatozoides entran en el tracto genital femenino, concretamente al llegar al 

oviducto, se ven expuestos a concentraciones altas de HCO3
- (35 mM en la fase folicular y 90 mM en 

la fase luteal) (Leese, 1988). En este momento se producirán importantes modificaciones en la 

membrana espermática del flagelo conducente a variar el patrón de movimiento (Wennemuth et al., 

2003). La entrada de HCO3
- a través de la membrana se ha asociado con un aumento del pH 

intracelular durante la capacitación (Zeng et al., 1996) y participa en la producción de AMPc al activar 

a la ACs (Visconti, 2009) la cual activa la PKA dando como resultado final la fosforilación de 

proteínas (Visconti et al., 1998; Gadella & Harrison, 2002), estimula la glucolisis y el patrón de 

motilidad cambia a un movimiento hiperactivo (Gadella, 2017).  

 Calcio. 

El Ca2+ es otro reconocido componente que interviene en la capacitación. Entre otros efectos, se ha 

determinado que durante este proceso se produce un incremento en el interior del espermatozoide, 

tanto por influjo desde el exterior como por la salida de los reservorios de los espermatozoides 

(Breitbart, 2002). 

Para que entre Ca2+, es necesario que haya cambios en la fluidez de la membrana y se produzca la 

apertura de canales de Ca2+. No está claro cómo el Ca2+ extracelular pasa la membrana plasmática 

durante la capacitación espermática, pero ha sido demostrada la presencia de canales de Ca2+ 

dependiente del voltaje, Ca2+-ATPasa, intercambiador de Na+/Ca2+ entre otros (Flesch & Gadella, 

2000). El aumento intracelular de Ca2+ en los espermatozoides puede activar una o más vías 
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enzimáticas. Por un lado, produce una activación de la enzima ACs lo que conduce a la conversión 

de adenosín trifosfato (ATP) en AMPc (Vadnais et al., 2007). Por otro lado, se ha sugerido la 

actuación conjunta entre el Ca2+ y el HCO3
- modulando la capacitación, donde la presencia de ambos 

fueron cruciales para el incremento del nivel de AMPc y la posterior fosforilación de la tirosina 

(Visconti & Kopf, 1998). 

Entre los canales que permiten la movilización de Ca2+ y la hiperactivación espermática, se 

encuentran los canales CatSper. Los canales CatSper 1 y 2 están localizados a lo largo del cuello y la 

cola espermática (Carlson et al., 2003) aunque recientemente, en la especie porcina se ha demostrado 

que en el acrosoma y en la región postacrosomal también se encuentran presentes (Vicente-Carrillo 

et al., 2017). La importancia de estos canales se puso de manifiesto en los experimentos realizados 

con ratones knockout para genes de CatSper donde observaron que los animales que tenían este gen 

silenciado tenían ausencia de hiperactivación, motilidad y consecuentemente eran infértiles (Qi et al., 

2007). 

 pH intracelular . 

Otro aspecto que influye en la capacitación relacionada con el Ca2+ es el pH intracelular. Se ha 

observado que los espermatozoides que no están capacitados tienen un pH intracelular ligeramente 

acidificado (Parrish et al., 1989), esto evita la entrada de Ca2+ (Florman et al., 1992) y por tanto, la 

capacitación y la reacción acrosómica no se produce. A medida que el pH intracelular se vuelve más 

alcalino el nivel de capacitación va avanzando . Esta 

alcalinización se ve favorecida por la entrada de HCO3
- y, entre otras consecuencias, favorecerá la 

despolarización de la membrana, regulará el metabolismo de AMPc y, finalmente desencadenará la 

fosforilación de proteínas (Ingermann et al., 2002). 
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 Fosfor ilación de proteínas. 

La fosforilación de las proteínas en residuos de serina, treonina y tirosina desempeña un papel 

importante en la capacitación de los espermatozoides. La fosforilación/desfosforilación de proteínas 

se controla mediante la actividad de las proteínas quinasas y las proteínas fosfatasas, que 

proporcionan a las células un "switch" a través del cual puede activar o no la función de varias 

proteínas (Signorelli et al., 2013). A pesar de que se haya demostrado la fosforilación de serina y 

treonina en espermatozoide (Naz, 1999), la fosforilación de tirosina es la más estudiada por su 

relación con el proceso de la hiperactivación y capacitación de los espermatozoides en muchas 

especies [humanos (Baldi et al., 2002), bovinos (Galantino-Homer et al., 1997), murinos (Visconti 

& Kopf, 1998) o porcinos (Tardif et al., 2001)]. No obstante, vale la pena mencionar que para que se 

lleve a cabo la fosforilación de la tirosina, la acción de las fosfatasas deben estar inhibida (Signorelli 

et al., 2013). 

El incremento en la fosforilación de tirosina durante la capacitación está regulado por la vía 

dependiente de AMPc/PKA (Kaláb et al., 1998). Estudios en los que utilizaron un inhibidor específico 

para PKA en procesos relacionados con este enzima, dieron como resultado una reducción drástica 

en la fosforilación de residuos de tirosina (Visconti et al., 1995; Visconti et al., 1995). También se ha 

sugerido que el GMPc modula la capacitación de espermatozoides. Por un lado, regulando los canales 

de nucleótido cíclico (CNG) que permiten la entrada de Ca2+ al citoplasma de espermatozoide durante 

la capacitación y por otro lado, GMPc interviene en la fosforilación de tirosina por vía proteína 

quinasa (PKG) que también, indirectamente facilita la entrada de Ca2+ durante la capacitación 

(Cisneros-Mejorado et al., 2014).  

Parece existir una estrecha relación entre la fosforilación de tirosina con la capacitación espermática 

en diferentes especies, sin embargo, a la hora de evaluar la fosforilación en residuos de tirosina, son 

varios los factores que se deben de tener en cuenta. Así, por ejemplo, dependiendo de la especie 

animal de la que provengan los espermatozoides, el requerimiento de los medios para que se lleve a 
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cabo la fosforilación puede variar. En este sentido, se ha observado que en humano no es tan 

importante la presencia de Ca2+ como la presencia de albúmina y HCO3
- (Muratori et al., 2011), en 

cambio, en la especie equina un incremento en la fosforilación de tirosina se produce cuando los 

espermatozoides se incuban en un ambiente con pH igual o superior a 7,8 y en presencia de Ca2+. En 

cambio, a pH ~7,4 y en presencia de Ca2+ no se producía la fosforilación de tirosina, lo que demuestra 

que el HCO3
- es más importante en esta especie en relación al Ca2+ (González-Fernández et al., 2012). 

 Óxido nítr ico. 

El óxido nítrico (ON) es una especie reactiva de oxígeno que se obtiene por la conversión de L-

arginina a L-citrulina mediante la acción de la enzima óxido nítrico sintasa (ONs) (Quintero Quinchia 

& Cardona Maya, 2017). Participa en multitud de funciones biológicas incluidas aquellas 

relacionadas con el proceso reproductivo. Tanto en el genital femenino como en el masculino, su 

síntesis tiene especial relevancia a pesar de su efecto dual. Altas concentraciones conducen al estrés 

oxidativo y muerte celular, sin embargo, bajas concentraciones son necesarias para el normal 

funcionamiento celular (Staicu & Matás, 2017). 

Se sabe que el ON es el principal activador de la guanilato ciclasa soluble (GCs) para la producción 

de GMPc. Una vez formado el GMPc, regulará tres vías de señalización intracelular en el 

espermatozoide. I) activando sustratos PKG dependientes de GMPc, II) activando canales 

dependientes de nucleótidos cíclicos (CNG) y, III) mediante la inhibición de la fosfodiesterasa tipo 3 

(PDE). La vía de señalización GMPc-PKG determina la fosforilación de serinas y treoninas, mientras, 

que la vía de señalización GMPc-CNG incrementa el nivel de Ca2+ intracelular. Existen 11 familias 

de las PDEs (PDE1-11), las PDE 4, 7 y 8 son específicas para AMPc, mientras que las 5, 6 y 9 las 

son para GMPc. Por otro lado, las PDEs 1, 2, 3, 10 y 11 son afines a ambos (AMPc y GMPc) (Bender 

& Beavo, 2006). Ambos nucleótidos cíclicos (GMPc y AMPc) compiten por el mismo sitio donde 

serán hidrolizados por las PDEs, y estas, a su vez, pueden ser activadas o inhibidas por ambos 

nucleótidos cíclicos (Bender & Beavo, 2006; Conti & Beavo, 2007). El hecho de competir por el 
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mismo sitio puede condicionar la acción de cualquiera de los nucleótidos cíclicos (Trötschel et al., 

2020). En efecto, la vía de señalización de GMPc-PDE funciona de la siguiente manera: el incremento 

en los niveles intracelulares de GMPc compite por el sitio de hidrolisis con el AMPc inhibiendo la 

posibilidad de su degradación por las PDEs de las que ambas tienen afinidad (1, 2, 3, 10 y 11). De 

esta forma se incrementan los niveles del AMPc intracelular, y por tanto se activa la PKA lo que 

conllevará a la fosforilación de proteínas. Por lo tanto, las tres vías distintas de cascadas de 

señalización que utiliza el GMPc conllevan a un incremento de Ca2+ intracelular, fosforilación de 

diferentes proteínas que facilitan la hiperactivación espermática y la reacción acrosómica (Kurtz et 

al., 1998) (Fig. 2). 

 

F igura 2. Mecanismo molecular del óxido nítrico. El ON activa GC para la producción de GMPc. Esto, de 
vuelta activa: PKG provocando la fosforilación de serinas y treoninas, CNG que incrementará el nivel de 
[Ca2+]i e inhibe PDE que provoca un aumento de niveles de AMPc y se activará la PKA lo que conllevará a la 
fosforilación de proteínas. 

3.3. Reservorio espermático. 

De los millones de espermatozoides depositados en el tracto genital femenino, tras 1-2h, sólo una 

reducida población será capaz de seguir su trayectoria hacia la porción caudal del istmo oviductal, 

donde formarán el reservorio espermático (RE) (Rodríguez-Martínez et al., 2005). 
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Durante el periodo pre y peri-ovulatorio, una subpoblación de espermatozoides se dispone de forma 

aleatoria a lo largo de este reservorio unido a las células epiteliales ciliadas. El resto de 

espermatozoides no unidos, quedaran en la luz de este órgano atrapados en la espesa secreción del 

oviducto o formando aglomerados (Rodriguez-Martinez et al., 2001). En los estudios morfológicos 

realizados por Mburu et al. (1997) de las subpoblaciones espermáticas localizadas en la zona del RE 

(adheridas y no adheridas), observaron que los espermatozoides que se encontraban libres en la luz 

del túbulo y los que forman aglomerados tenían la membrana plasmática alterada, sin embargo esto 

no ocurría en los espermatozoides adheridos a las células epiteliales. Además, se ha demostrado que 

los espermatozoides adheridos a las células epiteliales tenían acrosoma intacto, morfología y 

cromatina normal es decir, las células del oviducto seleccionan aquellos espermatozoides con mejores 

cualidades para fecundar (López-Úbeda et al., 2017). 

Por lo tanto, dos subpoblaciones de espermatozoides funcionalmente distintas con la capacidad de 

alcanzar y entrar en el oviducto pueden ser discriminadas: (i) aquellos unidos al epitelio, que se 

consideran seleccionados por su alta calidad (Talevi & Gualtieri, 2010) localizados en el fondo de las 

criptas de los pliegues oviductales (donde forman un reservorio) y (ii) los que se encuentran en la luz 

no unidos al epitelio, y que muestran modificaciones de membrana o poca vitalidad (Mburu et al., 

1996). 

La unión de los espermatozoides al epitelio oviductal está mediada por carbohidratos en las 

membranas apicales de las células oviductales y moléculas similares a la lectina en la superficie 

rostral de los espermatozoides. En momentos próximos a la ovulación, el ambiente oviductal 

cambiará de manera que provocará la liberación de los espermatozoides del epitelio oviductal 

(Töpfer-Petersen et al., 2002) en un proceso secuencial después de la ovulación (Brüssow et al., 2008) 

y nadarán hacia la región de la ampolla, donde ocurrirá la fecundación (Hunter, 2012). En estos 

momentos, se producirá el cambio en el batido flagelar caracterizado por un aumento en la amplitud 

de su curvatura (Suarez & Pacey, 2006). Este hecho parece ser debido a la activación de los canales 
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de Ca2+ CatSper presentes en el flagelo que determinará este tipo de movimiento (Miki & Clapham, 

2013). 

En todo caso, el RE tiene un microambiente idóneo para que los espermatozoides puedan permanecer 

durante un cierto periodo de tiempo hasta que ocurra la ovulación sin que su viabilidad se vea afectada 

(Tienthai et al., 2004). Esta condición la propicia un conjunto de factores como: i) la concentración 

de glicosaminoglicanos (GAG) en esta región que a su vez conlleva a un incremento de la viscosidad, 

ii) una menor temperatura (~1ºC) debido a una reducción de los suministros vasculares y linfáticos y 

iii) la composición electrolítica o la actividad de la anhidrasa carbónica, particularmente intensa en 

esta región del oviducto (Fléchon & Hunter, 1981; Rodriguez-Martinez et al., 1991) y más aún en la 

fase de estro (Lefebvre et al., 1995). 

Los GAG y en concreto, el ácido hialurónico (AH), son los componentes principales de la matriz 

extracelular del cumulus porcino. Estos aumentan alrededor de la ovulación y son claves para la 

permanencia y liberación de los espermatozoides en el RE. Son sintetizados gracias a la enzima 

hialuronano sintasa 3 (EHS-3) cuyo receptor CD44, se encuentran en las células epiteliales del RE y 

en el complejo cumulus-ovocito (COC) (Tienthai, 2015). El RE utiliza el AH (y los GAG en conjunto) 

para construir una estructura similar a una malla (Laurent & Fraser, 1992) o incluso formar gel (Toole, 

2002) para evitar que los fluidos uterinos y ampulares pasen a través del RE durante el intervalo 

preovulatorio, manteniendo así aislados los espermatozoides en el RE (Hunter, 2002) 

Los mecanismos que inducen la liberación de los espermatozoides del RE todavía son poco 

conocidos, pero se ha demostrado que el patrón de liberación de espermatozoide y su progresión a lo 

largo del istmo durante el período periovulatorio es secuencial, y probablemente continuo (Mburu et 

al., 1996). Los espermatozoides se liberan gradualmente de la unión epitelial y, sometidos a 

hiperactivación progresiva, avanzan a lo largo del istmo hasta el sitio de fecundación. Esta liberación 

de espermatozoide podría ser debida a la modificación de los residuos de glicano en el epitelio por 

las glucosidasas oviductales. Tales cambios en el epitelio son la consecuencia del cambio del estradiol 
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folicular a la secreción de progesterona alrededor de la ovulación (Hunter, 2012). También se ha 

sugerido que el AH participa en la capacitación además de la liberación de espermatozoides desde el 

RE (Brüssow et al., 2008). 

3.4. Interacción de los espermatozoides con el ambiente oviductal tras la ovulación . 

El ambiente oviductal sufre un importante cambio una vez que se produce la ovulación, de forma que 

los espermatozoides, se ven expuestos a unas condiciones específicas proporcionadas por el FO 

(Hunter et al., 1999), parte del FF (Hansen et al., 1991) y las secreciones de las células del cumulus 

(Galeati et al., 2010). Este ambiente proporcionará al espermatozoide la capacidad de atravesar el 

cumulus oophorus, unirse a la zona pelúcida (ZP), sufrir la reacción acrosómica, atravesar la ZP y 

alcanzar el espacio perivitelino (Yanagimachi, 1984).  

 F luido oviductal. 

La composición del FO durante la fecundación presenta una mezcla compleja de moléculas 

(aminoácidos, proteínas, lipoproteínas de alta densidad, hormonas de bajo peso molecular, lípidos, 

glicoproteínas de alto peso molecular, pequeños metabolitos) que están bajo influencia hormonal 

(Leese, 1988), y que, tanto de forma individual como en su conjunto desempeñan funciones claves 

en la capacitación (Visconti et al., 1999) y guía de los espermatozoides (Eisenbach, 1999) para la 

fecundación y desarrollo embrionario temprano (Gonçalves et al., 2007). 

Centrándonos en las funciones de dichas moléculas sobre los espermatozoides en la ampolla, cabe 

destacar que los aminoácidos alanina, glicina, glutamina y lisina predominan en esta fase del ciclo y 

juegan un papel importante en la señalización y fuente de energía (Leese, 1988). Por otro lado, la alta 

concentración de HCO3
- en la ampolla, además de intervenir en la respiración de los espermatozoides 

y capacitación, también promueve la dispersión de las células de cumulus que rodea al ovocito (Leese, 

1988; Zhou et al., 2005). 
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El FO es rico en proteínas de alto peso moleculares (albumina) y lipoproteínas de alta densidad, 

compuestos que promueven la salida del colesterol y que favorecen la capacitación y la fosforilación 

de la tirosina (Leese, 1988; Visconti et al., 1999). La salida de colesterol también contribuye a la 

translocación de proteínas a la zona ecuatorial donde los espermatozoides se adhieren al ovocito 

(Leese, 1988). 

 F luido folicular . 

A pesar de que la cantidad de FF que alcanza el lugar de fecundación se considera muy baja, es 

indudable su importancia dada su compleja composición donde aparecen, entre otros, hormonas como 

la P4, E2 y las prostaglandinas (PGE2, PGF2). La P4 y el E2, actúan como factores de activación y 

atracción de espermatozoides induciendo la entrada de Ca2+ (Leese, 1988; Hunter, 2012). También 

se ha constatado la presencia de otras sustancias igualmente importantes, como AMPc, GMPc, AC, 

GC y PNA. La función de estos compuestos paree ser la de guiar a los espermatozoides hacia la 

ampolla para que se lleve a cabo la fecundación (Leese, 1988; Anderson et al., 1995; Revelli et al., 

2002; Bian et al., 2012). 

 Secreción de las células del cumulus. 

Para el movimiento hiperactivo del espermatozoide se requiere una reducción del hidrogeno 

intracelular [H+]i y un aumento de [Ca2+]i, fenómeno controlado  mediante la apertura de los canales 

H+ y Ca2+ localizados en la membrana plasmática de los espermatozoides (Lishko & Kirichok, 2010). 

Estos canales están en parte regulados por la P4 liberada por las células del cumulus que rodean el 

ovocito. Además, se ha demostrado también que la P4 promueve la motilidad de los espermatozoides 

y esta, junto con el AH producido por el cumulus, promueven la reacción acrosómica (RA) de los 

espermatozoides que se encuentran cerca del ovocito (Suzuki et al., 2002). 
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3.5. Exosomas de los fluidos biológicos y su función sobre la funcionalidad espermática.  

Durante el recorrido del espermatozoide desde que abandona el testículo hasta el lugar de 

fecundación, sufrirá una importante remodelación que lo hará fértil. Parte de esta remodelación se 

produce a través de unas vesículas extracelulares producidas por las células epiteliales del epidídimo, 

glándulas accesorias, útero y oviducto. 

Se han descrito varias vesículas extracelulares, entre ellas los exosomas. Estas tienen la capacidad de 

transferir al espermatozoide la carga que contengan, la cual dependerá de la célula que los produzca. 

En general contienen concentraciones altas de colesterol y esfingomielina (Ronquist & Brody, 1985; 

Kravets et al., 2000; Arienti et al., 2004; Burden et al., 2006) además de numerosas proteínas que 

pertenecen a diferentes categorías, como enzimas, transporte, estructurales o proteínas de 

transducción de señales (Utleg et al., 2003). Su inusual composición de membrana les confiere la 

capacidad de fusionarse e interactuar con otras células, especialmente importante en el caso de los 

espermatozoides. En general, la función principal de los exosomas es interactuar con los 

espermatozoides y protegerlos después de la eyaculación para mantener la capacidad de fecundación 

completa y prepararlo para su encuentro con el ovocito (Pons-Rejraji et al., 2011). 

En el fluido uterino, son liberados miARN, que modulan varios procesos reproductivos como el 

desarrollo folicular en el ovario, la maduración de los ovocitos, el desarrollo embrionario, la 

comunicación materno-embrionaria y el establecimiento de la gestación. Todo ello podría sugerir un 

mecanismo específico utilizado por el microambiente uterino para facilitar el proceso de fecundación 

(Burns et al., 2014). Además, se ha observado la presencia de pequeñas vesículas extracelulares en 

el fluido uterino que desempeñan funciones importantes durante la fecundación y el desarrollo 

embrionario temprano (Burns et al., 2016). Asimismo, las células embrionarias pueden captar 

pequeñas vesículas extracelulares derivados del oviducto y endometrio. Por el contrario, las vesículas 

extracelulares derivados de embriones pueden modular la función oviductal y uterina (Bridi et al., 

2020). 
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La P4 secretada por el cuerpo lúteo, es necesaria para el establecimiento y mantenimiento de la 

gestación y actúa en el alargamiento y la supervivencia del conceptus (Spencer & Bazer, 2002). No 

obstante, también se ha observado que la P4 puede inducir cambios en la secreción de vesículas 

extracelulares en las células endometriales (Greening et al., 2016). Asi, por ejemplo, en la especie 

ovina ha sido determinado que en los días 10 a 14 del ciclo estral, se produce un aumento en la 

secreción de vesículas extracelulares por las células luminales endometriales, lo que sugiere que la 

P4 es responsable de este evento. Las vesículas extracelulares de la luz uterina tienen miARNs los 

cuales se ven aumentados por efecto de la P4, ello parece modular la fosfoinositida 3-

quinasa/serina/treonina quinasa 1, factores de crecimiento como la proteína morfogenética) y también 

modula el silenciamiento postranscripcional por pequeñas vías de ácido ribonucleico (ARN) (Burns 

et al., 2018). 

Al parecer, existe una comunicación mediada por vesículas extracelulares entre el útero y la 

circulación periférica. Esta comunicación puede ser directa y modulada por factores biológicos 

secretados por el embrión, o bien indirecta, cuando el embrión estimula una respuesta del endometrio. 

Por lo tanto, las vesículas extracelulares pueden ser parte de este intrincado mecanismo que mejora 

las interacciones embrionarias y maternas y, en consecuencia, el éxito de la gestación en los 

mamíferos (Bridi et al., 2020). 

Sin embargo, las vesículas extracelulares juegan un papel importante también en relación a los 

espermatozoides. Estas se transfieren a los espermatozoides dentro de la cavidad uterina y del 

oviducto para garantizar la movilidad hiperactiva de los espermatozoides así como el potencial de 

fecundación (Nguyen et al., 2016). Las vesículas extracelulares derivadas de diferentes partes del 

tracto femenino pueden ser absorbidas por los espermatozoides y afectar su competencia (Bridi et al., 

2020). En ese sentido, Franchi et al. (2016) demostraron que incubando espermatozoides con las 

vesículas extracelulares derivadas de células endometriales podría aumentar la fosforilación en 

tirosina y el porcentaje de espermatozoides que experimentan la RA. En base a este hallazgo, el 
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intercambio de las vesículas extracelulares puede ser sugerido como una forma emergente a través de 

la cual las células del tracto reproductivo femenino pueden interactuar con los espermatozoides 

(Murdica et al., 2020). 

Los exosomas presentes en el FO tienen un papel crucial en la maduración de los ovocitos, la 

capacitación espermática en su capacidad de fecundar, en la regulación del proceso de fecundación, 

en el desarrollo temprano del embrión así como en los primeros eventos reproductivos que conducen 

a la gestación (Almiñana & Bauersachs, 2020). 

En condiciones capacitantes, los prostasomas (vesículas extracelulares secretadas por las células 

epiteliales de la glándula prostática) mejoran significativamente la integridad de la membrana 

plasmática, disminuyen los niveles de fosforilación de tirosina y la población capaz de experimentar 

la RA. Se ha demostrado que los exosomas actúan como complejos moduladores de las vías de 

transducción. Por ejemplo, inhiben los marcadores terminales de capacitación dependientes de PKA, 

pero no tienen efecto sobre el aumento de pHi. Por otro lado, se ha observado que el AMPc contenido 

en los exosomas puede ser transferido a los espermatozoides, aumentando significativamente el 

[AMPc]i en estas células (Pons-Rejraji et al., 2011). 

3.6. M ecanismos implicados en el transporte de los espermatozoides hasta el lugar de 

fecundación. 

Desde hace bastante tiempo se ha planteado la pregunta de cómo los espermatozoides de mamíferos 

viajan dentro del tracto reproductivo femenino y finalmente alcanzan el ovocito. Contrario a lo que 

se pensó, parece que no hay competencia en el tracto genital femenino entre el gran número de 

espermatozoides que se mueven hacia el óvulo.  

Los mecanismos de navegación de los espermatozoides en el genital de la hembra no se conocen bien. 

Sin embargo, está ampliamente aceptado que los espermatozoides siguen ciertas indicaciones durante 

el viaje (Pérez-Cerezales et al., 2015). Los mecanismos de guía conocidos son la reotaxis [los 



Introducción!

%"!

espermatozoides se reorientan en el flujo de fluido para alinearse contra la dirección del flujo y nadan 

contracorriente (Miki & Clapham, 2013)] la termotaxis [los espermatozoides nadan hacia el ovocito 

guiados por un  gradiente de temperatura en el oviducto (Bahat et al., 2012)] y la quimiotaxis [los 

espermatozoides son atraídos por quimioatrayentes secretados por los ovocitos y sus células del 

cumulus circundantes y nadan contra el gradiente químico (Cohen-Dayag et al., 1994)].  

Si bien se cree que la quimiotaxis y la termotaxis son procesos de detección activos (Teves et al., 

2009; Bahat & Eisenbach, 2010), aún se desconoce si la reotaxis implica la detección de flujo activo 

o no. Aunque se han propuesto modelos de mecánica de fluidos para explicar el giro de la reotaxis 

como un proceso pasivo (Kantsler et al., 2014), otros estudios sugieren que la reotaxis de los 

espermatozoides es un proceso activo en el que el flujo de fluido es detectado por canales 

mecanosensitivos (El-Sherry et al., 2014). 

En la reorientación activa, como en la quimiotaxis y la termotaxis, los espermatozoides responden a 

estímulos externos ajustando sus patrones de latido flagelar. Tanto los espermatozoides de 

invertebrados marinos como los espermatozoides de mamíferos doblan sus flagelos de forma 

asimétrica y nadan hacia los quimioatrayentes en respuesta al estímulo químico. Del mismo modo, al 

girar en gradiente de temperatura, los espermatozoides doblan sus flagelos y manteniendolos curvos 

inmóviles durante un período corto. Estos patrones asimétricos de batido flagelar son el resultado del 

movimiento deslizante de los microtúbulos regulado por calmodulina y Ca2+, por lo tanto, la respuesta 

activa de los espermatozoides siempre viene con señalización y oscilación de la concentración 

intracelular de Ca2+. No obstante, para la reorientación de la reotaxis, no se conoce el comportamiento 

flagelar de los espermatozoides ni el papel del [Ca2+]i (Zhang et al., 2016). 

3.6.1. Reotaxis. 

El apareamiento induce el flujo de líquido desde el oviducto al útero, los espermatozoides se alinean 

contra la dirección del flujo y nadan hacia el oviducto, fenómeno denominado como reotaxis. Si la 

reotaxis de los espermatozoides es un proceso pasivo dominado por la mecánica de fluidos o si los 
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espermatozoides detectan y se adaptan activamente al flujo de fluidos, sigue siendo un tema 

controvertido. 

Una vez que los espermatozoides llegan al oviducto permanecerán en el RE y ocurre la ovulación, se 

genera una corriente de fluido por las células epiteliales ciliadas y la contracción tubárica que 

proporcionará un apoyo significativo al transporte del ovocito desde el ovario en dirección al istmo. 

Todo este incremento de fluido es detectado tanto por los espermatozoides capacitados como por los 

no capacitados que nadan en contra del flujo continuo, guiándolos hacia el ovocito (Miki & Clapham, 

2013). 

Miki y Clapham (2013) demostraron que los espermatozoides capacitados pueden nadar largas 

distancias en contra de la dirección de fluido, y curiosamente el 68% de los espermatozoides de 

ratones no capacitados y el 51% de los espermatozoides de humanos no capacitados respondieron de 

manera positiva al mecanismo de reotaxis en un medio viscoso. Sin embargo, la velocidad fue 

diferente ya que los espermatozoides no capacitados eran los más lentos. Un año más tarde, un estudio 

realizado en bovino, mostró que más del 80% de los espermatozoides nadaron en contra de la 

corriente respondiendo positivamente al mecanismo de la reotaxis (El-Sherry et al., 2014). Por ese 

motivo, se piensa que la reotaxis es un mecanismo de guía que depende principalmente de la 

hiperactivación (Miki & Clapham 2013). 

De manera similar, Kantsler et al. (2014), informaron que tanto los espermatozoides humanos como 

los de toro no solo nadan en contra de flujo, sino que lo hacen describiendo trayectorias en forma de 

espiral a lo largo de las paredes de un canal. Los espermatozoides tendían a seguir las paredes del 

canal, y los que se movían a lo largo de la pared, lo hacían más rápido que los que nadaban a lo largo 

de la línea central del canal (Romero-Aguirregomezcorta et al., 2018). Esta tendencia de las células 

móviles a permanecer cerca de las paredes y nadar a lo largo de los límites se denomina tigmotaxis 

(Denissenko et al., 2012). 

 



Introducción!

%$!

3.6.2. T ermotaxis. 

Una característica única de la termotaxis en los espermatozoides de mamíferos es la sensibilidad 

extrema a la temperatura que se manifiesta por la capacidad de los espermatozoides para responder a 

los cambios menores de 0,0006 °C a medida que nadan la distancia de su cuerpo.  

En espermatozoides de mamíferos, la termotaxis parece ser un mecanismo esencial que guía a los 

espermatozoides liberados desde el sitio del reservorio más frío, hacia el sitio de fecundación más 

cálido. Los primeros estudios mostraron que, en la ovulación, existe una diferencia de temperatura 

entre el RE y el sitio de fecundación (más cálido). En conejos se vio que esta diferencia era de 2°C 

(David et al., 1972). Años más tarde, en la especie porcina, se observó que esta diferencia de 

temperatura no era tan acusada (0,7°C) pero que también existía (Hunter & Nichol, 1986). Además, 

los cambios permanecen durante al menos 10h tras la ovulación (Bahat et al., 2005). Estos hallazgos 

plantearon la posibilidad de que la diferencia de temperatura podría servir como una señal para guiar 

a los espermatozoides al sitio de fecundación (Hunter, 2009). Boryshpolets et al. (2015) mostraron 

que la respuesta de los espermatozoides de humanos capacitados, a un cambio rápido de temperatura 

involucra varios componentes. La elevación de la temperatura y el aumento de la viscosidad del tracto 

genital femenino afecta al flagelo de manera similar, es decir, ambos reducen la amplitud de onda del 

flagelo, lo que lleva a un desplazamiento de la cabeza de lado a lado más pequeño, una natación más 

lineal y probablemente un método más eficiente de propagación. Cuando el espermatozoide sube por 

el gradiente de temperatura, continúa nadando de forma bastante lineal, mientras que aumenta 

ligeramente su velocidad. Es probable que la velocidad modificada y el movimiento lineal persistan 

mientras la propagación de la célula suba por el gradiente. Por otro lado, a medida que baja la 

temperatura, el aumento de la amplitud de la onda flagelar conduce a un mayor desplazamiento de la 

cabeza de lado a lado y a una mayor frecuencia de giros. Esos resultados los llevaron a concluir que 

los espermatozoides dirigen su natación en un gradiente de temperatura modulando la frecuencia de 
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los giros (tanto los giros bruscos como los eventos de hiperactivación y los giros sutiles) y la 

velocidad, favoreciendo la natación en la dirección del gradiente. 

La termotaxis parece ser un mecanismo de guía de largo alcance, adicional a la quimiotaxis, que 

parece ser de corto alcance y que probablemente ocurre cerca del ovocito y dentro de la masa del 

cumulus. Es probable que ambos mecanismos tengan una función similar, guiar los espermatozoides 

capacitados y listos para fecundar hacia el ovocito. 

Se desconoce la identidad del sistema de detección que confiere esta sensibilidad excepcional a la 

temperatura por parte de los espermatozoides. Pérez-Cerezales et al. (2015) mostramos que el sistema 

de detección de temperatura de los espermatozoides de mamíferos involucra opsinas, de las que se 

sabe que son receptores acoplados a la proteína G y que actúan como fotosensores en la visión. Estos 

autores mediante enfoques moleculares, inmunológicos y funcionales mostraron que las opsinas están 

presentes en los espermatozoides humanos y de ratón en sitios específicos, que dependen de la especie 

y el tipo de opsina, y que están involucradas en la termotaxis de los espermatozoides a través de dos 

vías de señalización: la fosfolipasa C y las rutas de nucleótidos cíclicos. 

En cuanto a la población celular que responde a las diferencias en el gradiente de temperatura, aún 

está por determinar, aunque todos coinciden en que es un porcentaje bajo. En este sentido, Bahat et 

al. (2003) mostraron que solo del 3 al 5% de los espermatozoides de humanos y del 7 al 17% de los 

espermatozoides de conejo, pudieron detectar esta diferencia de temperatura in vitro y responder a 

ella por termotaxis. Estas cifras han sido reducidas recientemente por Pérez-Cerezales et al. (2018), 

demostrando que menos del 1% de los espermatozoides humanos y de ratón fueron seleccionados por 

un sistema de termotaxis in vitro. 

3.6.3. Quimiotaxis. 

El proceso por el que las células se mueven hacia un gradiente de concentración creciente de una 

sustancia se denomina quimiotaxis. A mediados de la década de 1960, este fenómeno fue descrito en 



Introducción!

%&!

espermatozoides de especies marinas como una forma de guía hacia el gameto femenino (Eisenbach, 

1999). Más de tres décadas después, se reconoció también la quimiotaxis en espermatozoides de 

anfibios y mamíferos (Eisenbach & Giojalas, 2006). Parece ser que esta gran diferencia de tiempo 

para demostrar que la quimiotaxis se producía también en mamíferos, se debió a las conclusiones 

inconsistentes extraídas de los estudios iniciales como, la baja relación de señal-respuesta, 

condiciones experimentales subóptimas y la incapacidad de distinguir entre quimiotaxis verdadera de 

la acumulación de espermatozoides. Hoy se sabe que la baja relación señal/respuesta es causada por 

el hecho de que, en los mamíferos (a diferencia de la quimiotaxis en espermatozoides de especies 

marinas), solo una pequeña fracción de espermatozoides capacitados responde hacia un gradiente 

quimiotáctico. 

Los primeros experimentos en mamíferos mostraron que los espermatozoides humanos se 

acumulaban en el FF (Villanueva-Diaz et al., 1990), y que había una notable correlación entre esta 

acumulación in vitro y la fecundación del ovocito (Ralt et al., 1991). Experimentos posteriores 

confirmaron que esta acumulación fue de hecho la consecuencia de la quimiotaxis (Ralt et al., 1994). 

Por tanto, la quimiotaxis de los espermatozoides parece ser un mecanismo generalizado que guía a 

los espermatozoides hacia el ovocito, tanto cuando la fecundación es externa (como en las especies 

marinas) como interna (mamíferos).  

El estudio de la quimiotaxis in vitro se llevó a cabo en diferentes especies, principalmente en la 

humana. En esta especie Cohen-Dayag et al. (1995) observaron que entre los espermatozoides 

capacitados había una población (2-12%) que respondían a los quimioatrayentes presentes en el 

medio. Igualmente, estudios realizados en espermatozoides congelados en bovino, se observó que 

una concentración parecida (10%) respondían al quimioatrayente (Gil et al., 2008). Giojalas y 

Rovasio (1998) cuando evaluaron el tiempo que se requiere para que se produjese cambios en la 

motilidad de los espermatozoides de ratón en respuesta a factores del microambiente de ovocitos, el 

10% de estos espermatozoides fueron capaces de responder positivamente. Sin embargo, un año más 
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tarde Oliveira et al. (1999) estudiaron la distancia recorrida por los espermatozoides de ratón hacía 

los quimioatrayentes y observaron que desde un 13 hasta un 24% de espermatozoides se dirigían 

hacia esos quimioatrayentes. En conejo, sin embargo, Fabro et al. (2002) observaron que el 23% de 

los espermatozoides respondían a la direccionalidad de los quimioatrayentes.  

3.6.3.1. Señalización molecular durante el proceso quimiotáctico. 

Los mecanismos moleculares de la quimiotaxis espermática son poco conocidos y están basados 

principalmente en estudios de espermatozoides de invertebrados marinos, en los que a diferencia de 

los mamíferos, la mayoría de los espermatozoides responden quimiotácticamente lo que facilita la 

medición de la respuesta (Gagnon, 1990). 

Estudios realizados con espermatozoides de erizos (Kaupp et al., 2003) y estrellas de mar (Matsumoto 

et al., 2003), han propuesto un modelo en el que una vez que el quimioatrayente se une al receptor de 

quimiotaxis, una GC ubicada en el flagelo, se activa. En consecuencia, la concentración de GMPc 

aumenta de forma rápida y transitoria, y parece ser que este aumento transitorio da como resultado 

un aumento de la concentración intracelular de Ca2+. Se sabe que esta elevación de Ca2+ provoca una 

mayor asimetría flagelar y una reducida linealidad. Dependiendo del momento de los picos de Ca2+ 

intracelular, el movimiento del espermatozoide se modifica para acercarse al quimioatrayente 

(Eisenbach & Giojalas, 2006). 

La información disponible sobre los mecanismos moleculares de la quimiotaxis de espermatozoides 

en mamíferos es limitada y solo hace referencia a la identidad de algunos receptores de quimiotaxis 

y a los cambios de Ca2+ inducidos por los quimioatrayentes. Walensky et al. (1995) propusieron un 

modelo para la transducción de señales en la quimiotaxis que implica la modulación de la AC o la 

fosfolipasa C por la proteína G acoplada al receptor. A medida que aumenta la concentración de 

AMPc, se estimulan los procesos de respiración y motilidad. Paralelamente, aumenta la concentración 

de inositol 1, 4, 5-trifosfato, lo que resulta en la liberación de Ca2+ en la pieza intermedia del 

espermatozoide. La concentración elevada de Ca2+ resultante modula la motilidad de los 
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espermatozoides y probablemente media la respuesta quimiotáctica de los mamíferos (Cook et al., 

1994). 

Un gradiente del precursor del péptido natriurético (NPPA) originado en el oviducto, induce la 

quimiotaxis de los espermatozoides al unirse a su receptor NPR1 y, posteriormente, entonces activa 

la vía PKG (Bian et al., 2012). También el ON, producido en cantidades significativa por las células 

del cumulus, induce quimiotaxis en espermatozoides in vitro en la especie humana (Miraglia et al., 

2007). La vía de señalización propuesta implica la activación de GCs, síntesis de GMPc y la 

activación posterior de proteínas quinasas dependientes de GMPc. 

El hallazgo de receptores olfativos acoplados a proteínas G en espermatozoides de mamíferos, y su 

localización en la parte media de la cola de espermatozoides, planteó la posibilidad de que algunas 

de estas proteínas pudieran ser receptores de quimiotaxis (Eisenbach & Giojalas, 2006). Se 

identificaron dos receptores olfativos distintos: OR17-4 (también conocido como OR1D2) en los 

flagelos de espermatozoides humanos (Spehr et al., 2003) y OR23 en espermátidas redondas de ratón 

(ubicación exacta aún no determinada) (Fukuda et al., 2004) y se descubrió que sus respectivos 

ligandos, bourgeonal y lyral eran quimioatrayentes espermáticos. Parece ser que el mecanismo por el 

que actúan estos agentes quimiotácticos es por la activación de una AC situada en la membrana del 

flagelo (Spehr et al., 2004). 

En humano, ABHD2 es un receptor de P4 no genómico que mantiene abierto el canal catiónico 

CatSper. Cuando la P4 se une a su receptor se elevan los niveles Ca2+ y se desencadena la motilidad 

hiperactiva la cual es necesaria para atravesar la ZP (Arnoult et al., 2011). ABHD2 se expresa 

altamente en espermatozoides, se une a la P4 y actúa como una hidrolasa lipídica dependiente de P4 

que hidroliza el endocannabinoide 2-araquidonoilglicerol (2AG) de la membrana plasmática. El 2AG 

inhibe el canal de Ca2+ de los espermatozoides (CatSper), por tanto, su eliminación conduce a la 

entrada de Ca2+ a través de CatSper produciendo la activación de los espermatozoides (Miller et al., 

2016). 
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Allurin, un quimioatrayente de espermatozoides secretado de los ovocitos de la rana Xenopus laevis, 

se une al espermatozoide del ratón actuando como quimioatrayente (Kaupp et al., 2008). 

Rantes (regulado por la activación de las células T normales expresadas y secretadas) es una pequeña 

proteína de 68 aminoácidos. Esta quimiocina es un quimioatrayente para eosinófilos, monocitos y 

linfocitos T (Schall et al., 1990; Alam et al., 1993;), así como para espermatozoides de humanos 

(Isobe et al., 2002). En las células somáticas, varios receptores de quimiocinas, por ejemplo, CCR1, 

CCR3, CCR4 y CCR5, median la actividad quimiotáctica de Rantes (Appay & Rowland-Jones, 2001). 

Los receptores CCR3 y CCR5 también se han identificado en espermatozoide humano (Muciaccia et 

al., 2005). Sin embargo, la vía de señalización es desconocida. 

Actualmente solo se han reconocidos algunos de los receptores que se unen a los quimioatrayentes, 

y las vías de transducción de las señales involucradas en la quimiotaxis no han sido aclaradas en su 

mayoría. Además, todas las conclusiones sobre la función y la ubicación de la quimiotaxis de los 

espermatozoides se han alcanzado solo a partir de experimentos in vitro y, por lo tanto, esperan su 

verificación in vivo (Eisenbach & Giojalas, 2006). 

3.6.3.2. F luidos biológicos como quimioatrayentes. 

El FO contiene varios quimioatrayentes que podrían ser secretados a lo largo del oviducto de manera 

secuencial (Oliveira et al., 1999). A medida que los espermatozoides se acercan al sitio de 

fecundación, probablemente perciben un gradiente de quimioatrayente que se origina en las células 

del cumulus (Sun et al., 2005) y que los guía al COC. Posteriormente, los espermatozoides deben 

atravesar las células del cumulus para lo cual nuevamente deben ser guiados. Parece que es el propio 

ovocito el que genera el gradiente quimiotáctico dentro de la matriz del cumulus para guiar a los 

espermatozoides hacia el ovocito (Sun et al., 2005). 

De los fluidos reproductivos más estudiados como quimioatrayentes, tenemos el FF (Eisenbach, 

1999), el cual contiene las secreciones preovulatorias del ovocito así como de las células que le 
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rodean. La quimiotaxis ejercida por los componentes del FF, demostrada para espermatozoides 

humanos (Ralt et al., 1994), ratones (Oliveira et al., 1999) y conejos (Fabro et al., 2002), parece estar 

altamente correlacionada con la posibilidad de fecundar al ovocito, al menos en humanos (Ralt et al., 

1991). Sin embargo, es poco probable que la quimiotaxis del FF también ocurra in vivo (Sun et al., 

2005), para ello se requeriría un suministro continuo de quimioatrayente y el FF solo se libera como 

un evento único en la ovulación. 

Está bien establecido que el FF ejerce un efecto significativo sobre la motilidad y otras funciones de 

los espermatozoides de mamíferos. Shuang-Lin et al. (1994) investigaron sobre la proteína 

estimuladora de la motilidad de los espermatozoides en el FF. Esta proteína posee una secuencia de 

aminoácidos N-terminal similar a la del antitrombina III (AT III) porcina y podría inhibir la 

coagulación sanguínea y la actividad proteolítica de la trombina y la tripsina (Lee et al., 1992). 

Después de ser parcialmente digerida con papaína, tripsina o proteasa K, la proteína estimuladora de 

la motilidad del espermatozoide y AT III porcina mostraron los mismos mapas de péptidos (Lee et 

al., 1992). Por lo tanto, demostraron que la proteína estimuladora de la motilidad de los 

espermatozoides en el FF porcino es AT III que se transporta desde el sistema de circulación 

sanguínea, que estimula la motilidad de los espermatozoides y que es un quimioatrayente de 

espermatozoides (Shuang-Lin et al., 1994). 

La quimiocina Rantes de 8 kDa ha sido demostrado ser un potente quimioatrayente para eosinófilos, 

monocitos, linfocitos T (Schall et al., 1990; Alam et al., 1993) y para espermatozoides humanos. Se 

sabe que esta quimiocina está presente en el FF, y el ARNm para su receptor se ha encontrado en los 

espermatozoides humanos (Isobe et al., 2002). Rantes es producido por las células de la granulosa 

dentro del folículo en los ovarios, antes de la ovulación, y su producción está regulada por incremento 

en algunas enfermedades asociadas con infertilidad (Isobe et al., 2002). 

El PNA es una hormona polipeptídica que se secreta, entre otro lugares, en la porción atrial del 

corazón que activa la GC (Brenner et al., 1990; Ruskoaho, 1992). El PNA está presente en el FF 
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humano (Sundsfjord et al., 1989) y se han identificado receptores específicos de PNA en los 

espermatozoides humanos (Silvestroni et al., 1992). Aunque se ha demostrado quimiotaxis de 

espermatozoide para PNA (Zamir et al., 1993; Anderson et al., 1995) no se sabe si PNA está 

involucrado en la quimiotaxis de espermatozoide in vivo (Eisenbach & Giojalas, 2006). 

El FF y FO mejoran la motilidad de los espermatozoides e inducen una respuesta quimiotáctica, sin 

embargo, se desconoce la importancia de esto in vivo (Oliveira et al., 1999). Parece ser que cuando 

los espermatozoides alcanzan el oviducto, el FO aumenta su motilidad y los dirige 

quimiotácticamente hacia el sitio de almacenamiento del istmo. Posteriormente, cuando los 

espermatozoides capacitados se desprenden del RE, el FF aumenta su velocidad y dirige los gametos 

masculinos quimiotácticamente hacia el área de la ampolla para contactar el óvulo (Oliveira et al., 

1999). 

El COC secreta como principal quimioatrayente la P4. Se sabe que un gradiente de concentración 

picomolar (pM) de la P4 es suficiente para atraer los espermatozoides (Teves et al., 2009). La P4 

forma un gradiente de concentración estable a lo largo del cumulus oophorus (Teves et al., 2006; 

Guidobaldi et al., 2008) e induce la quimiotaxis de espermatozoides (Spehr et al., 2004). Guidobaldi 

et al. (2008) propusieron que la P4 era el único quimioatrayente secretado por las células del cumulus, 

no obstante, actualmente aún no se sabe si las células del cumulus secretan otros quimioatrayentes 

distintos de la P4. Aun así, parece que la secreción de la P4 por parte de estas células podría explicar 

la falta de especificidad en la respuesta quimiotáctica de los espermatozoides de mamífero al FF o al 

MC (fluido que se obtiene después de la maduración in vitro de los COCs) (Sun et al., 2003). 
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4. H IPÓ T ESIS Y O BJE T I V OS 

En este trabajo se plantearon dos hipótesis: 

1.- Los biofluidos reproductivos, fluido folicular, fluido oviductal y medio condicionado, en la 

especie porcina, tanto de manera individual como en su conjunto, tienen efectos quimiotácticos y son 

dependientes de la concentración.  

2.- La selección de espermatozoides por parte de los biofluidos modifica las características 

bioquímicas y funcionales de los espermatozoides, por lo que mejoran la calidad embrionaria tras la 

fecundación in vitro.  

Con el propósito de desarrollar estas hipótesis planteamos los siguientes objetivos: 

1. Determinar la capacidad quimiotáctica y concentración optima de los biofluidos (fluido 

folicular, fluido oviductal y medio condicionado) sobre espermatozoides porcinos. 

2. Realizar un estudio comparativo de las características funcionales y bioquímicas de los 

espermatozoides que responden o no a factores quimiotácticos. 

3. Analizar componentes en los biofluidos responsables de la actividad quimiotáctica. 

4. Determinar si existe relación entre la calidad embrionaria y los espermatozoides que 

respondieron al quimioatrayente fluido folicular. 
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5. M A T E RI A L ES Y M É T O D OS 

5.1. Mater iales  

Todos los instrumentos, reactivos y soluciones empleados para la realización de los experimentos 

vienen descritos en las tablas 1-8. 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Aparatos utilizados para llevar a cabo las diferentes técnicas. 

 

 

Aparatos Casa comercial 

Balanza de precisión Ohaus 

Cámara de Burker para recuento celular Rogo Sampaic 

Cámara de Neubaber para recuento celular VWR Internacional 

CASA (Computer Assisted Semen Analysis) PROiSER R+D S.L. 

Centrifuga 5810R Eppendorf 

Incubador de CO2 Heraeus instruments 

Microscopio de contraste de fase Leica DMR 

Microscopio estereoscópico SMZ800 Nikon 

Microscopio de fluorescencia Leica DMR 

Placa calefactora IbfTech 

pH-metro Crison 

SpermaCue Minitub Iberica SL 

Termobloque Labnet Internacional Inc 
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Tabla 2. Reactivos utilizados.  

Reactivos Casa comercial 

BTS (BetsvilleThawing Solution) Gestión Veterinaria Porcina (GVP) 

PBS (Phosphate Buffer Solution) Sigma-Aldrich 

Gluteraldehído Sigma-Aldrich 

Percoll®  GE Healthcare 

PNA-FITC Sigma-Aldrich 

Kit Halomax HALOTECH DNA SL. 

DAKO Dako North America, Inc. 

Naranja de acridina Sigma-Aldrich 

Etanol Panreac 

SYBR Green Thermo Scientific 

Formaldehido Fluka 

 

 

Tabla 3. Otros reactivos utilizados durante la experimentación.  

Anticuerpos Casa comercial 

Anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosina Millipore 

Anticuerpo anti-ratón conjugado con 

fluoresceína (FITC) goat anti-mouse  

Bio-Rad Laboratories 

 

 

 

 

 

 

 

Antagonistas del canal Ca2+ tipo-T Casa comercial 

NNC 550396 Sigma-Aldrich  
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Salvo que se indique lo contrario los reactivos empleados para la preparación de las diferentes 

soluciones proceden de la casa comercial Sigma-Aldrich Química S.A (Madrid, España). 

A continuación, se muestra la composición de los medios de maduración, fecundación y cultivo de 

embriones in vitro -Q, Millipore Co., 

Billerica, MA, EE. UU.) en condiciones de esterilidad, bajo una cabina de flujo laminar horizontal 

(BH-100 TELSTAR®), posteriormente se esterilizaron por filtración (0,22 µm). El mismo día del 

uso, se suplementaron y se volvieron a filtrar (0,22 µm). Al menos 2h antes del uso, los medios fueron 

incubados al 5% CO2, 38,5 ºC y humedad a saturación. 

 

Tabla 4. Soluciones y preparación utilizadas durante la experimentación.  

Soluciones Composición 

Hoechst Stock 1 mg de Hoechst B-2261 en 1 mL de H2O 

MilliQ Tinción de Hoechst 50 mL PBS (con PVA 0,2 g/L) + 250 µL de 

Hoechst stock Medio de montaje 25 mL PBS + 25 mL Glicerol + 25 µL de 

Hoechst stock Cetab stock 5 g cetrimida en 25 mL etanol + 475 mL 

agua bidestilada Cetab 20 mL cetrimida stock en 500 mL de agua 

bidestilada Solución salina fisiológica 9g/L NaCl + 0,2 g sulfato de kanamicina 

Solución salina formulada 1 mL formaldehido en 100 mL de solución 

salina fisiológica  PBS-PVA 2% (p/v) 0,1 g PVA en 500 mL PBS 

Percoll® 90% (v/v) 1 M KCl + 0,1 M NaH2PO4 + 1 M CaCl2 + 

0,1 M MgCl2 Percoll® 45% (v/v) 1 mL Percoll 90% + 1 mL BTS (v/v) 

Solución Hiposmótica 

 

0,675 g/L de D-fructosa + 0,268 g/L de 

citrato de sodio (55 mOsm/L agua 

bidestilada) 

Solución de Carnoy 1:3 ácidoacético:metanol 

Buffer de tinción 0,2 M Na2HPO4 + 1 mM EDTA + 0,15 M 

NaCl + 0,1 M ácido cítrico monohidratado 
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Tabla 5. Composición del medio TALP para incubación de espermatozoides y fecundación in vitro.  

Componentes Concentración (mM) 

NaCl (S-9888) 114,06 

KCl (P-5405) 3,20 

MgCl2-6H2O (M-2393) 0,50 

Lactato sódico (L-7900) 18,00 

NaH2PO4-H2O (S-9638) 0,35 

Glucosa (G-7021) 5,00 

NaHCO3 (S-5761) 25,07 

Cafeína (C-0750) 2,00 

Lactato cálcico-5H2O (C-8536) 8,00 

PVA (P-8136) 1mg/mL 

Kanamicina (K-1377) 0,17 

Rojo fenol (Panreac 171615) 0,003 

 

El día de su uso, el medio TALP fue suplementado con BSA 3 mg/mL (A-9647) y piruvato sódico 

0,11 mM (P-2256). 
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Tabla 6. Composición del medio de maduración in vitro de ovocitos (NCSU 37).  

Componentes Concentración (mM) 

NaCl (S-5886) 108,73 

NaHCO3 (S-5761) 25,07 

KCl (P-5405) 4,78 

KH2PO4 (P-5655) 1,19 

MgSO4-7H2O (M-1880) 1,19 

CaCl2-2H2O (C-7902) 1,70 

Glucosa (G-7021) 5,55 

Glutamina (G-8540) 1,00 

D-Sorbitol (S-3889) 12,00 

Penicilina G (P-3032) - 

Estreptomicina (S-9137) - 

 

El día de su uso, 100 mL de NCSU 37 de la solución stock se suplementó con: 0,57 mM cisteína (C-

-mercaptoetanol (M-7522), 5 mg/mL insulina (I-6634) y 10% (v/v) de fluido folicular 

porcino.  

Tabla 6.1. Suplemento al medio de maduración para las primeras 22h.  

Componentes Concentración 

eCG 10 UI/mL 

HCG 10 UI/mL 

dbAMPc (Fluka 34988) 1 mM 

eCG: Gonadotropina coriónica de yegua preñada, HCG: gonadotropina coriónica humana; dbAMPc: 

dibutiril adenosin monofosfato cíclico. 
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Tabla 7. Composición del medio de cultivo in vitro de embriones porcinos (NCSU 23 A y B). 

A) Medio utilizado durante las primeras 48h de cultivo embrionario. 

 

Componentes Concentración (mM) 

NaCl (S-5886) 108,73 

NaHCO3 (S-5761) 25,07 

KCl (S-5405) 4,78 

KH2PO4 (P-5655) 1,19 

MgSO4-7H2O (M-1880) 1,19 

CaCl2-2H2O (C-7902) 1,70 

Piruvato sódico (P-2256) 0,5 

Lactato sódico (L-7900) 5,0 

L-Glutamina (G-8540) 1,00 

Taurina (T-7146) 7,00 

Penicilina G (PEN-K) 0,1 IU/L 

Estreptomicina (S-9137) 0,034 
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B) Medio utilizado durante las 48-168h de cultivo embrionario.  

Componentes Concentración (mM) 

NaCl (S-5886) 108,73 

NaHCO3 (S-5761) 25,07 

KCl (S-5405) 4,78 

KH2PO4 (P-5655) 1,19 

MgSO4-7H2O (M-1880) 1,19 

CaCl2-2H2O (C-7902) 1,70 

D-Glucosa (P-7021) 5,55 

L-Glutamina (G-8540) 1,00 

Taurina (T-7146) 7,00 

Penicilina G (PEN-K) 0,1 IU/L 

Estreptomicina (S-9137) 0,034 

 

-

mercaptoetanol (M-7522), 5 mg/mL insulina (I-6634). Finalmente, sólo el volumen necesario para el 

experimento se suplementó con los componentes descritos en la tabla 8. 

Tabla 8. Suplementos para el medio de cultivo embrionario.  

Componentes Concentración 

Hipotaurina (H-1384) 5,00 mM 

BSA-FAF (A-6003) 0,4% (p/v) 

MEM (M-7145) 1% (v/v) 

BME (B-6766 2% (v/v) 
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5.2. M étodos  

5.2.1. É tica. 

El estudio se realizó siguiendo la Política Española de Protección Animal RD 53/2013, que cumple 

con la Directiva 2010/63/UE de la Unión Europea sobre protección animal. Todos los procedimientos 

realizados en este trabajo fueron aprobados por el Comité Ético de Experimentación Animal de la 

Universidad de Murcia y por el Servicio de Producción Animal del Departamento de Agricultura de 

la Región de Murcia (España). Código CEEA: 469/2018. 

5.2.2. Obtención de biofluidos. 

5.2.2.1. Obtención del fluido folicular.  

Los ovarios procedían de hembras prepúberes de 6 meses de edad entre 100-110 kg del matadero 

la hembra fueron depositados en un recipiente isotermo que contenía solución salina fisiológica (SSF) 

1h llegaron al laboratorio donde fueron lavados con solución de cetrimida (cetab) al 0,04% (w/v) y 

con SSF. Posteriormente, se procedió a la aspiración de los folículos antrales de 3 a 6 mm de diámetro 

con la ayuda de una aguja de 18G acoplada a una jeringuilla de 10 mL (Fig. 3 a). El FF junto con los 

ovocitos aspirados se dejó sedimentar durante 5 min en un tubo estéril. Trascurrido este tiempo se 

separó el sobrenadante (liquido folicular) del sedimento (ovocitos y restos celulares). 

 

F igura 3. a) Método para la aspiración de los folículos. b) ovocitos inmaduros rodeados por varias capas de 
las células del cumulus. c) ovocitos maduros con el cumulus expandido y d) ovocitos decumulados. 
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5.2.2.2. Obtención del fluido oviductal. 

El fluido oviductal (FO) se obtuvo de oviductos de cerdas cíclicas en fase periovulatoria sacrificadas 

en matadero. Los oviductos se transportaron al laboratorio en hielo dentro de los 30 min posteriores 

al sacrificio. Antes del inicio de la aspiración del fluido oviductal, los oviductos se lavaron con 

solución de cetrimida al 0,4% (v/v) y dos veces en solución salina. Seguidamente se disecaron sobre 

placas de Petri asentadas en hielo. Una vez disecados, el FO se recogió por aspiración con una pipeta 

automática introduciendo una punta de pipeta de 200 µL en la ampolla y haciendo manualmente un 

gradiente de presión creciente desde el istmo a la ampolla. Todo el fluido aspirado de los oviductos 

se depositó en eppendorf y se centrifugó a 7000 g durante 10 min a 4 °C y se almacenó en alícuotas 

de 10 µL a -20 °C hasta el momento de su uso.  

5.2.2.3. Obtención del medio condicionado. 

El medio condicionado (MC) se obtiene después de la maduración in vitro de los COCs tal y como 

se describe en el apartado 5.2.5. Para ello se procedió a la centrifugación del contenido del medio de 

maduración con los COCs incluidos. Posteriormente, se centrifugó a 7000 g durante 10 min a 4 °C. 

El sobrenadante se alicuotó en volúmenes de 10 µL y se congeló a -20 ºC hasta el momento de su 

uso.  

5.2.3. Obtención del semen y análisis de la funcionalidad espermática . 

El semen se obtuvo de verracos adultos de fertilidad probada procedentes del centro de inseminación 

n° 2 CEFUSA situado en Alhama de Murcia, con edades comprendidas entre 12 y 36 meses. La 

recogida de semen se realizó mediante el método manual y solamente se recogió la fracción rica del 

eyaculado. 10 mL de la muestra seminal se transportó desde el centro de inseminación a los 

laboratorios de la Facultad de Veterinaria en un recipiente isotermo y protegido de la luz.  

Una vez en el laboratorio, se procedió a evaluar la calidad espermática mediante un análisis seminal 

básico. Se determinó la concentración de las muestras seminales utilizando un espectrofotómetro para 
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recuento de espermatozoides porcinos (SpermaCue). Motilidad y calidad de movimiento y formas 

anormles, se observaron bajo microscopia óptica. Todos los parámetros se encontraban dentro de la 

normalidad. 

5.2.3.1. Procesado espermático.  

 El eyaculado fue separado del plasma seminal mediante el 

lavado a través de un gradiente discontinuo de Percoll® de 

dos bandas 45/90. Para ello se depositaron 2 mL de 

Percoll® 90 (Tabla 4) en un tubo cónico de 10 mL y sobre 

el otros 2 mL de Percoll® 45 (Tabla 4) y finalmente se 

añadió 500 L de la muestra seminal (Fig. 4). Luego, las 

muestras se centrifugaron durante 30 min a 700 g a 

temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se 

eliminó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 10 

mL de TALP. A continuación, se realizó otra centrifugación, durante 5 min a 700 g a temperatura 

ambiente. Finalmente, se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en TALP ajustando la 

concentración a 20x106 espermatozoides/mL.  

5.2.3.2. Dispositivo para el estudio de los quimioatrayentes. 

Para evaluar el proceso de quimiotaxis se utilizó un dispositivo diseñado en el Departamento de 

Fisiología, Facultad de Veterinaria, Universidad de Murcia. El dispositivo para seleccionar 

espermatozoides consistió en un sistema que dispone de dos pocillos, a los que denominaremos A y 

B para la mejor descripción del proceso (Fig. 5). Dichos pocillos están conectados por un capilar fijo. 

Además, cada pocillo dispone de un tapón que garantiza la estanqueidad de los medios utilizados. El 

funcionamiento del dispositivo se llevó a cabo de la siguiente manera. Se destapó el pocillo B, 

mientras el A permaneció cerrado, en dicho pocillo se depositó 500 L de TALP suplementados o no 

con los quimioatrayentes correspondientes. Posteriormente, se procedió a cerrar el pocillo B, y se 

F igura 4. Imagen del gradiente 
discontinuo de densidad Percoll® de dos 
bandas 45/90 con la muestra seminal.  
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destapó el pocillo A, donde se depositaron 20x106/mL de espermatozoides diluido en 500 L de 

TALP previamente lavado en el gradiente de Percoll®. 

 

F igura 5. a) Dispositivo diseñado para la selección de espermatozoides mediante quimioatrayentes. Sistema 
con dos pocillos (A y B) conectados por un capilar fijo. b) Representación en alzado de una realización 
particular del dispositivo en la que se pueden distinguir 12 compartimentos (6A, 6B). c) Vista superior del 
dispositivo en la que se ven las aperturas (A, B) de cada uno de los dos compartimentos y el conducto (capilar 
fijo) que une dichos compartimentos o pocillos. 

5.2.3.3. Concentración espermática. 

Para determinar la concentración espermática de los espermatozoides que migraron, se preparó una 

dilución 1:100 de espermatozoides en una solución salina formolada al 0,3%. Posteriormente con una 

cámara de recuento celular se calculó la concentración. Por cada muestra a evaluar se realizó doble 

recuento. El motivo de utilizar una cámara de recuento y no el espectrofotómetro, se debe a la falta 

de sensibilidad de este último cuando la concentración espermática se encuentra con valores por 

debajo de 50x106 células/mL. 

5.2.3.4. Evaluación de la motilidad de los espermatozoides. 

La motilidad espermática fue evaluada con la ayuda del sistema computarizado CASA. Para ello se 

utilizó un microscopio de contraste de fase (objetivo de pH negativo 10x; Leica DMR) y una cámara 
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digital (BaslerVision) conectado con el software ISAS® (PROiSER R + D SL, Valencia, España). 4 

micras, Proiser R + D, SL) y se registraron al menos tres campos por muestra. Los parámetros de 

configuración de CASA utilizados fueron 25 cuadros por segundo y un área de tamaño de partículas 

2. La trayectoria de los espermatozoides se clasificó en tres categorías: lenta (10-25 

ia (> 25-

rmática (ALH, µm), índice 

de linealidad (LIN, relación de VSL/VCL, %), índice de rectitud (STR, relación de VSL/VAP, %), el 

coeficiente de oscilación (WOB, %) y la frecuencia de batido de la cabeza (BCF, Hz). 

5.2.3.5. Localización de la fosfor ilación de ti rosina mediante inmunofluorescencia indirecta. 

Para la localización de las proteínas fosforiladas en tirosina de los espermatozoides porcinos, se 

utilizó la inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Matás et al., 2011). Los espermatozoides se fijaron 

con paraformaldehído al 2% (v/v) durante 1h a 4ºC. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 

700 g durante 10 min a 4ºC y se resuspendieron en 500 µL de albúmina de suero bovino (BSA) al 

4% (w/v) para bloquear los sitios de unión no específicos. Transcurridas 12h, se procedió al lavado 

de las muestras en PBS mediante centrifugación. Seguidamente, se realizaron extensiones sobre 

portaobjetos y se dejaron secar a temperatura ambiente. Una vez secas, las muestras se incubaron con 

el anticuerpo primario monoclonal anti-fosfotirosina durante 1h a 4ºC a una dilución 1:300. Para 

eliminar el exceso de anticuerpo, las muestras se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con el 

anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con fluoresceína (FITC) a una dilución 1:400 durante 1h 

a 4ºC. Finalmente, se lavaron los portaobjetos con PBS y se montó con el medio de montaje Dako® 

para su análisis bajo microscopio de epifluorescencia, con objetivo de 100x. El control negativo se 

realizó incubando la muestra exclusivamente con anticuerpo secundario. Se contaron un total de 100 
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espermatozoides por muestra y se clasificaron de acuerdo a la señal fluorescente en la región 

acrosomal, región postacrosomal, o ambas (región acrosomal y postacrosomal) (Fig. 6 a, b, c). 

 

F igura 6. Imagen de microscopía de fluorescencia donde se puede observar la fosforilación de tirosina la 
región acrosomal (a), postacrosomal (b) y ambas (acrosomal y postacrosomal). 

5.2.3.6. Evaluación de la integridad del acrosoma espermático. 

Para evaluar la integridad de la membrana acrosomal de los espermatozoides, 250 µL de la muestra 

se incubó en una solución que contenía 10 µL de solución salina formolada (0,3% v/v) y 10 µL de 

isoticianato de fluoresceína (FITC) conjugado con la lectina PNA (Arachishypogaea) (100 µg/mL). 

Después de 10 min de incubación a temperatura ambiente y en oscuridad, se evaluaron un total de 

200 células espermáticas en un microscopio de epifluorescencia (Fig. 7). 

 

F igura 7. Imagén de microscopía de fluorescencia donde se observa el estado del acrosoma. a) espermatozoide 
vivo con acrosoma intacto (sin fluorescencia), b) espermatozoide vivo con acrosoma reaccionado 
(fluorescencia verde) y c) espermatozoide muerto (florescencia roja).  
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5.2.3.7. T est hipoosmótico (hypoosmotic swelling-test) para espermatozoides porcinos. 

La prueba hipoosmótica de los espermatozoides se determinó siguiendo el protocolo descrito por 

Jeyendran et al. (1984). Para ello 250 µL de la muestra se incubó con 2,50 mL de la solución 

hipoosmótica durante 20 min a 37°C. Transcurrido ese periodo de tiempo, 200 espermatozoides se 

evaluaron bajo microscopio de contraste de fase (100x). Los espermatozoides que habían reaccionado 

a la solución hipoosmótica mostraron parte de su flagelo enrollado o doblado (Fig. 8). 

 

F igura 8. Imagen de microscopia de contraste de fase donde se puede observar espermatozoides que han 
reaccionado a la solución hiposmótica mostrando parte del flagelo enrollada (flecha). 

5.2.3.8. Inhibición de la entrada de calcio al espermatozoide. 

Para inhibir la entrada de Ca2+ en los espermatozoides se utilizó el compuesto NNC 55-0396. Este 

compuesto es un inhibidor altamente selectivo del canal Ca2+ tipo-T y bloquea la entrada de Ca2+. Por 

tanto, disminuye el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva. Para evaluar el efecto 

de la inhibición de la entrada de Ca2+ en los espermatozoides, se adicionó a la muestra espermática 

diluida en TALP (20x106 células/mL) 2 µM de NNC 55-0396. Seguidamente, la muestra se incubó 

durante 10 min y se depositó en el pocillo A (Fig. 5). Pasado 20 min de incubación, se evaluó la 

concentración espermática del pocillo B (Fig. 5) con la ayuda de la cámara de contaje celular. 

Paralelamente se realizó un control sin la presencia del inhibidor. 
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5.2.3.9. Evaluación de la fragmentación del A DN espermático. 

La evaluación de la fragmentación del ADN se realizó con el fluorocromo naranja de acridina y el 

test de dispersión de la cromatina espermática (SCDT) mediante el kit Halomax®. 

i) Ensayo con naranja de acridina: 

Para realizar el ensayo se depositaron 30 L de la muestra sobre un portaobjetos, seguidamente se 

realizó una extensión y se dejó secar a temperatura ambiente. Posteriormente se depositaron 70 L 

de la solución de Carnoy dejando incubar esta preparación al menos 2h en una cámara húmeda a 4ºC. 

Después se lavó con PBS y se añadió 200 L del buffer de tinción con 50 g/mL de naranja de 

acridina. Las muestras se incubaron en oscuridad durante 10 min a temperatura ambiente. Finalmente, 

las muestras se lavaron de nuevo con PBS y se añadió el medio de montaje Dako®. El grado de 

fragmentación del ADN espermático de las muestras se midió mediante un microscopio de 

epifluorescencia iluminando la muestra con luz azul (a 460 nm) con objetivo de 40x. El naranja de 

acridina tiene la capacidad de intercalarse entre la doble cadena de ADN, que al ser excitado emite 

color verde, mientras que presenta una emisión en color anaranjado si se incorpora al ADN de cadena 

sencilla (Fig. 9). 

 

F igura 9. Espermatozoides visualizados bajo microscopía de fluorescencia tras ser tratados con naranja de 
acridina. Se observan espermatozoides de color verde, con ADN sin fragmentar (estrella) y espermatozoides 
con un color anaranjado con ADN fragmentado (flecha). 
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ii) Test de dispersión de la cromatina espermática: 

 
El Test de dispersión de la cromatina espermática (SCDT) es una técnica utilizada para medir la 

fragmentación del ADN mediante el kit Halomax®. El primer paso consistió en calentar el gel de 

agarosa (proporcionado por el kit) durante 5 min a 100 ºC y, seguidamente, se atemperó a 38ºC 

duramente al menos 5 min. En este momento se realizó la mezcla de 10 L de agarosa fundida con 5 

L de cada una de las muestras y, rápidamente se depositaron 5 L en un portaobjetos tratado. 

Seguidamente las preparaciones se cubrieron con los cubreobjetos y se dejaron enfriar durante 10 min 

a 4ºC. Transcurrido este tiempo, los cubreobjetos fueron retirados y se adicionó a los microgeles una 

gota de la solución de lisis (proporcionada por el kit). Se dejó actuar durante 5 min y se realizó el 

lavado de las muestras con agua destilada durante 10 min. Pasado este tiempo, las muestras fueron 

deshidratadas mediante pasos sucesivos por etanol en los siguientes porcentajes: 70%, 90% y 100% 

(v/v). En cada porcentaje de etanol la muestra se mantuvo durante 2 min y a continuación se dejó 

secar. Finalmente, las muestras se tiñeron con 2 L del fluorocromo SYBR Green. El grado de 

fragmentación del ADN espermático se midió mediante un microscopio de epifluorescencia (a 498 

nm), con objetivo de 40x, iluminando la muestra con luz azul. Los espermatozoides con ADN 

fragmentado desarrollan halos grandes de cromatina dispersada alrededor de la cabeza del 

espermatozoide, mientras que aquellos que contienen ADN no fragmentado muestran cabezas 

compactas o cabezas con solo un halo pequeño (Fig. 10). 
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F igura 10. Espermatozoides visualizados mediante microscopía de fluorescencia tras la realización del test de 
dispersión de la cromatina espermática mediante el kit Halomax®. Se puede observar cabezas de 
espermatozoides sin halo con ADN sin fragmentar y espermatozoides con un gran halo alrededor de la cabeza 
que se corresponde con ADN fragmentado (flecha). 

5.2.3.10. Análisis de las proteínas y metabolitos en los biofluidos mediante HPL C-MS. 

i) Medición de proteínas de F F , F O y MC mediante técnicas HPLC-MS/MS. 

La medición de las proteínas presentes en los biofluidos (FF, FO y MC) se realizó mediante análisis 

HPLC-MS/MS en el laboratorio de Proteómica de la Sección de Biología Molecular del Servicio de 

Apoyo a la Investigación (SAI) de la Universidad de Murcia. Para realizar la medición es necesario, 

en primer lugar, la digestión de la muestra con tripsina y posteriormente se realiza análisis por HPLC-

ESI-Q-TOF-MS/MS. 

1) La digestión con tripsina. 

La digestión de las muestras se hizo siguiendo el procedimiento estándar de la Sección de Biología 

Molecular del Área Científica y Técnica de Investigación de la Universidad, Universidad de Murcia. 

Las muestras se disolvieron en 100 µL de tampón bicarbonato de amonio 50 mM, pH 8,5 con 

ProteaseMax al 0,01% (p/v) (Promega). Las muestras de proteínas se redujeron añadiendo 20 mM de 

ditiotreitol (DTT) a 56ºC durante 20 min. Luego, se añadieron 100 mM de agente alquilante, 

iodoacetamide durante 30 min, a temperatura ambiente en la oscuridad. Finalmente, la digestión se 

realizó agregando 1 µg de Trypsin Gold Proteomics Grade (Promega) (aprox. 1: 100 p/p) durante 3h 
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a 37ºC. La reacción se detuvo con ácido fórmico al 0,1% (v/v) y la solución se filtró a través de filtros 

de 0,2 µm. Finalmente, las muestras se secaron usando un concentrador de vacío eppendorf modelo 

5301. 

2) Análisis por HPLC-ESI-Q-TO F-MS/MS. 

La separación de las muestras mediante digestión de tripsina y el análisis de las mismas se realizaron 

mediante el sistema HPLC/MS que consiste en un HPLC Agilent 1290 Infinity II Series (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) equipado con un módulo de muestreo múltiple 

automatizado y una bomba binaria de alta velocidad, conectado a un espectrómetro de masas Agilent 

6550 Q-TOF (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) a través de una interfaz Agilent Jet 

Stream Dual electrospray (AJS-Dual ESI). Los parámetros experimentales para HPLC y Q-TOF se 

insertaron en el software MassHunter Workstation Data Acquisition (Agilent Technologies, Rev. 

B.08.00). 

Las muestras secas de la digestión con tripsina se resuspendieron en 20 µL de tampón A, que consiste 

en agua/acetonitrilo/ácido fórmico (94,9:5:0,1), luego se inyectaron en una columna de HPLC de 

mapeo de péptidos Agilent Advance Bio (2,7 µm, 150 x 1,0 mm, Agilent Technologies), 

termostatizada a 55°C, a una velocidad de flujo de 0,05 mL/min. Después de la inyección, la columna 

se lavó con tampón A durante 5 min para la extracción de los péptidos digeridos, usando un gradiente 

lineal 0-40% de tampón B (agua/acetonitrilo/ácido fórmico, 10:89,9:0,1) durante 90 min, seguidos 

por un gradiente lineal 40-95% de tampón B durante 20 min. Vale la pena mencionar que antes de 

cada inyección, primero se equilibró la columna durante 10 min. 

En lo que respecta al espectrómetro de masas, este se utilizó en modo positivo. La presión del gas del 

nebulizador (nitrógeno) se ajustó a 35 PSI, mientras que el flujo del gas seco se ajustó a 14 L/min a 

una temperatura de 300ºC, y el flujo del gas fijo se ajustó a 11 L/min a una temperatura de 250ºC. 

Voltaje de los capilares de pulverización, boquilla, fragmentador y octopolo RF Vpp fueron 3500 V, 

100 V, 360 V y 750 V respectivamente. Los datos del perfil se han obtenido tanto para MS como para 
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MS/MS en modo de rango dinámico extendido. El rango de masas de MS y MS/MS fue de 50-1700 

m/z y las velocidades de escaneo fueron de 8 espectros/s para MS y 3 espectros/s para MS/MS. Se 

utilizó el modo Auto MS/MS, seleccionando precursores por abundancia y un máximo de 20 

precursores por ciclo. Se utilizó una energía de colisión en rampa con una pendiente de 3,6 y un 

desplazamiento de -4,8. El mismo ion fue rechazado después de dos escaneos consecutivos. 

El procesamiento y análisis de los datos se realizó en Spectrum Mill MS Proteomics Workbench (Rev 

B.06.00.201, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.). 

Los datos en bruto fueron extraídos en condiciones predeterminadas de la siguiente manera: cisteínas 

no modificadas o cisteínas carbamidometiladas; [MH] + 50 10000 m/z; carga precursora máxima 

+5; mínima señal de ruido MS (S / N) 25; detención señales 12C. 

La búsqueda de MS/MS contra la base de datos de proteínas adecuada y actualizada se realizó con 

los siguientes criterios: modo de búsqueda de modificaciones variables (cisteínas 

carbamidometiladas, fosforilación de STY, metionina oxidada y conversión de glutamina N-terminal 

en ácido piroglutámico); digestión tríptica con 5 divisiones máximas perdidas; instrumento ESI-Q-

TO F ; intensidad de pico mínimo seleccionada 50%; carga precursora máxima +5; masas 

monoisotópicas; tolerancia en masa del precursor peptídico 20 ppm; tolerancia de masa iónica del 

producto 50 ppm; y cálculo de puntuaciones (score) invertida de base de datos.  

El programa Spectrum Mill otorga una puntuación (score) a cada péptido detectado, básicamente en 

función de la intensidad y precisión de la señal, así como un valor (SPI) que es el porcentaje de señales 

detectadas experimentalmente de cada fragmento respecto al número de señales teóricos que debería 

producir. Los criterios generales de confianza para la validación de péptidos fueron: puntuación 

(Score) >5; SPI >50. 
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ii) Medición de E2, P4, AMP cíclico, GMP cíclico presente en F F , F O y MC por análisis HPLC-

MS/MS. 

La medición de E2, P4, AMP cíclico y GMP cíclico presente en los biofluidos (FF, FO y MC) se 

realizó mediante análisis HPLC-MS/MS en el laboratorio de Proteómica de la Sección de Biología 

Molecular del Servicio de Apoyo a la Investigación (SAI) de la Universidad de Murcia. Para realizar 

la medición es necesario, en primer lugar, la digestión de la muestra con tripsina y posteriormente se 

realiza análisis por HPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS. 

1) Análisis por HPLC-MS. 

La separación y el análisis de las muestras se realizaron con un sistema HPLC/MS que consiste en un 

HPLC Agilent 1290 Infinity II Series (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) equipado con 

un módulo de muestreo múltiple automatizado y una bomba binaria de alta velocidad, conectado a 

un espectrómetro de masas Agilent 6550 Q-TOF (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.) 

a través de una interfaz Agilent Jet Stream Dual electrospray (AJS-Dual ESI). Los parámetros 

experimentales para HPLC y Q-TOF se insertaron en el software MassHunter Workstation Data 

Acquisition (Agilent Technologies, Rev. B.08.00). 

Los estándares o muestras (20 µL) se termostatizaron a 4ºC y se inyectaron en una columna de HPLC 

Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (2,1x100 mm, 1,8 um), a un caudal de 0.4 mL/min. La columna se 

equilibró a 40ºC. Los disolventes A [agua MilliQ + ácido fórmico al 0,1% (v/v)] y B [acetonitrilo + 

ácido fórmico al 0,1% (v/v)] se usaron para la separación del compuesto. El programa de elución fue 

el siguiente: 

T iempo 0 2 9 10 11 15 

% B 3 3 100 100 3 3 
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El espectrómetro de masas se hizo funcionar en modo positivo. La presión de gas del nebulizador se 

ajustó a 40 PSI, mientras que el flujo de gas seco se ajustó a 13 L/min a una temperatura de 250°C, y 

el flujo de gas fijo se ajustó a 12 L/min a una temperatura de 300ºC. Voltajes de los capilares de 

pulverización, boquilla, fragmentador y octopolo RF Vpp fueron 3500 V, 100 V, 350 V y 750 V, 

respectivamente. Los datos de perfil en el rango de 50-500 m/z se obtuvieron para MS en modo de 

rango dinámico extendido de 2 GHz con 4 espectros/seg. La masa de referencia a 121,0509 se usó 

para la corrección de masa durante el análisis. El análisis de datos se realizó con el software 

MassHunter Qualitative Analysis Navigator (Agilent Technologies, Rev. B.08.00). Se analizaron los 

-

estradiol, 315,2319 > 109,0660 para P4, 330,0566 > 136,0623 para AMPc y 346,0547 > 152,05686 

para GMPc. 

5.2.4. Maduración in vitro de ovocitos. 

Una vez que el contenido folicular se obtuvo, tal y como se describe en el apartado 5.2.2.1, se procedió 

a la separación bajo un estereomicroscopio (Nikon® SMZ-10a). Se seleccionaron aquellos ovocitos 

que presentaban varias capas de células de cumulus oophorus y un citoplasma homogéneo (Fig. 3 b). 

Posteriormente los ovocitos seleccionados se lavaron en el medio de maduración in vitro (MIV) North 

Carolina State University-37 (NCSU 37) (Petters & Wells, 1993) sin hormonas. Finalmente, grupos 

de 50 complejos cumulus-

suplementado con hormonas eCG/HCG y dbAMPc (Tabla 6.1) durante 22h a 38,5 °C, 5% de CO2 y 

humedad a saturación. Transcurrido este tiempo, los COCs se lavaron dos veces en un medio fresco 

NCSU 37 y se cultivaron sin hormonas ni dbAMPc durante 20h más en las mismas condiciones 

(Funahashi et al., 1997). 

5.2.5. F ecundación in vitro y cultivo embrionario. 

Tras 42h de MIV, los ovocitos maduros con el cumulus expandido (Fig. 3 c) se pipetearon para 

proceder a su separación de las células del cumulus. Grupos de 50 ovocitos decumulados (Fig. 3 d) 
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se lavaron dos veces en el medio de fecundación y fueron transferidos a placas de 4 pocillos que 

contenían 500 µL de medio TALP suplementado (Tabla 5). Se procedió a la inseminación con los 

espermatozoides que habían migrado hacia los quimioatrayentes (FF, FO, MC, P

concentración de fecundación fue de 1500 espermatozoides/mL. El tiempo de co-cultivo fue de 18h 

a 38,5°C con 5% de CO2. Transcurrido ese tiempo, parte de los presuntos cigotos se lavaron dos veces 

en PBS/PVA para eliminar el exceso de espermatozoides adheridos y se fijaron para su posterior 

evaluación. Los cigotos restantes se destinaron a cultivo embrionario. 

Los cigotos destinados a cultivo embrionario se lavaron para eliminar el exceso de espermatozoides 

adheridos a la zona pelúcida así como de restos de medio de fecundación con medio de cultivo 

embrionario (Tabla 7 a). Durante las primeras 48h, grupos de 40 posibles cigotos se depositaron en 

500 µL de NCSU 23 A (Tabla 7 a) suplementado con lactato de sodio (5 mM), piruvato (0,5 mM) y 

1% (v/v) fluido oviductal porcino de la fase lúteal temprana del ciclo estral (NCSU 23 A). 

Transcurrido este tiempo, se evaluó la división embrionaria bajo estereomicroscopio y se transfirieron 

los embriones en estadio de 2 a 4 células a NCSU 23 B (Tabla 7 b) para el resto del período de cultivo 

(hasta 168h). Todo el proceso de cultivo se realizó a 38,5 °C con 5% de CO2 y 20% de O2. En el día 

7 (168h post-inseminación), se evaluó bajo estereomicroscopio el desarrollo embrionario en el estadio 

de blastocisto (Fig. 11 a) donde se clasificaron como: blastocistos tempranos, blastocistos normales, 

blastocistos expandidos y blastocistos eclosionados.  

 

F igura 11. Imágenes de embriones. a) blastocistos sin teñir. b) embrión teñido con Hoechst para el contaje del 
número de células. 
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5.2.5.1. F ijación y evaluación de cigotos y embriones. 

Para la fijación de los posibles cigotos se utilizó una solución de glutaraldehído al 0,5% (v/v) en PBS 

durante 30 min, seguidamente se lavaron en PBS/PVA y se tiñeron con Hoechst 33342 al 1% (p/v) 

protegido de la luz durante 10 min. Después, se lavaron en PBS/PVA y se transfirieron en portaobjetos 

con solución de montaje (Tabla 4). Finalmente, se depositó el cubreobjetos y se selló con laca de uñas 

hasta el momento de la evaluación la cual se realizó bajo microscopía de epifluorescencia a 40X (Fig. 

12).  

Los parámetros de FIV evaluados fueron: porcentaje de ovocitos penetrados, número medio de 

espermatozoide por ovocito, porcentaje de monospermia y eficiencia (entendiendo esta como el 

porcentaje de ovocitos monospermicos respecto al total de ovocitos evaluados).  

Los parámetros evaluados para el caso del cultivo embrionario fueron el porcentaje de divididos a las 

48h, como el número de blastocistos y blastocistos expandidos a las 168h, asi como el número de 

células presentes en estos (Fig. 11 b). 

 

F igura 12. Imagen de cigotos tras 18h de fecundación teñidos con Hoechst y evaluados mediante microscopia 
de fluorescencia. En el cigoto de la izquierda se aprecian dos pronúcleos y dos corpúsculos polares. En la 
imagen de la derecha se observa un ovocito polispermico con dos pronúcleos, tres cabezas espermáticas en 
distintos grados de descondensación y dos corpúsculos polares. 

5.3. Análisis estadístico. 

Se hizo uso del programa Excel 2007 para la gestión de los datos y del programa SAS (SAS 

University197 Edition, SAS, 2016) para realizar el análisis estadístico propiamente dicho. Los datos 
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de los resultados se expresaron como media ± SEM. Todos los datos se analizaron mediante un 

ANOVA de una vía. Las diferencias fueron consideradas estadísticamente significativa para p < 0,05.  

5.4. Diseño exper imental . 

Este trabajo fue diseñado para estudiar la capacidad quimiotáctica de los biofluidos (FF, FO, MC) 

sobre espermatozoides porcinos, así como el impacto sobre la calidad de los embriones obtenidos con 

espermatozoides seleccionados por FF durante la quimiotaxis.  

El sistema de trabajo en todos los experimentos para determinar la actividad quimiotáctica fue el 

siguiente: 

Espermatozoides lavados en un gradiente de Percoll (20x106 células/mL) fueron depositados en el 

pocillo A. En el pocillo B se colocó el quimioatrayente. Seguidamente la placa se introdujo en el 

incubador donde las condiciones ambientales fueron 5% de CO2, 38,5ºC de temperatura y humedad a 

saturación. Transcurridos 20 min, se procedió a la obtención del medio del pocillo B y se determinó el 

número de espermatozoides que había migrado. Para determinar la concentración espermática se utilizó 

la cámara de recuento celular Neubauer y el cálculo se realizó tomando como control los 

espermatozoides migrados en el pocillo B sin quimioatrayente. 

Exper imento 1. Determinación de la actividad quimiotáctica del F F , F O , M C y P4. 

Se ha determinado que los biofluidos como FF y FO poseen actividad quimiotáctica en varias especies 

y que esta actividad es dependiente de su concentración. Sin embargo, en la bibliografía revisada no 

se ha encontrado cual es el mejor atrayente para espermatozoides porcinos ni su concentración 

óptima. Los tipos de biofluidos que se seleccionaron para este experimento fueron elegidos por su 

participación en el proceso de fecundación, así como por su posible actividad quimiotáctica. Un esquema 

del desarrollo de este experimento viene reflejado en la figura 13. 
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 Establecimiento de la curva de concentración para los diferentes biofluidos. 

En estudios previos realizados por Soriano-Úbeda et al. (2017) observaron que el rendimiento de la FIV 

utilizando 1% (v/v) de FF, 1% (v/v) de FO y 2% (v/v) de MC se veía mejorado. Por ello, se tomaron 

estos valores de referencia para la elaboración de las curvas de concentración. Además, como 

quimioatrayente control se empleó P4 de uso comercial, ya que ha sido descrito que tiene la capacidad 

quimiotáctica (desde 1 hasta 100 pM) en la especie humana (Teves et al., 2006). 

Las concentraciones empleadas (v/v) para establecer la curva de concentración con los diferentes 

biofluidos fueron: 

FF: 0,13%, 0,25%, 0,5%, 1% y 1,5%; FO: 0,13%, 0,25%, 0,5%, 1% y 1,5%; y MC: 0,033%, 0,065%, 

0,13%, 0,25% y 0,5%. Las concentraciones de P4 fueron: 1, 2,5, 5, 7,5 y 10 pM. En un ensayo previo 

(datos no mostrados) se determinó que valores superiores a los descritos no incrementaban la migración 

espermática. 

El número de replicados utilizados en esta experiencia fue de 4. 

 Determinación del biofluido que presenta el mayor efecto quimiotáctico utilizando la 

concentración con mayor actividad quimioatrayente obtenida en la experiencia anterior. 

En la segunda experiencia se estudió el efecto quimiotáctico de los biofluidos utilizando las 

concentraciones que mayor proporción de migración espermática obtenida en la experiencia anterior 

suma de los tres biofluidos (FF + FO + MC) para comprobar si había o no algún efecto sinérgico entre 

estos compuestos.  

De forma que los quimioatrayentes y su concentración fue la siguiente: FF: 0,25%, FO: 0,25%, MC: 

0,25%.  

El número de replicados utilizados en esta experiencia fue de 5. 
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 Efecto de la inhibición del calcio sobre el proceso quimiotáctico. 

En la tercera experiencia se estudió el efecto del inhibidor de la entrada de Ca2+ (NNC) sobre el 

porcentaje de la población espermática que migra hacia el quimioatrayente. Para ello los 

espermatozoides incubados o no con el inhibidor se colocaron en el dispositivo quimiotáctico. Pasado 

el tiempo de incubación, se analizó la migración de los espermatozoides hacia el quimioatrayente. El 

porcentaje de células migradas se calculó en relación al grupo del mismo quimioatrayente que no 

estuvo con el inhibidor. Los quimioatrayentes utilizados y sus concentraciones fueron FF: 0,25%, 

 

El número de replicados utilizados en esta experiencia fue de 4. 

 Determinación de las proteínas y E2, P4, AMP cíclico y GMP cíclico presentes en los 

biofluidos.  

Entre los componentes presentes en los biofluidos FF, FO y MC, se encuentran varias proteínas y E2, 

P4, AMP cíclico y GMP cíclico. Por ello, para tratar de determinar si la migración espermática podía 

estar influida por alguna de estas sustancias, se procedió a realizar sus mediciones mediante HPLC-

MS/MS. 

El número de replicados utilizados en esta experiencia fue de 2 por cada biofluido. 
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F igura 13. Esquema representativo del experimento 1. La muestra espermática se lavó en un gradiente de 
densidad Percoll®. En la primera experiencia se estabeleció la curva de concentración de los quimioatrayentes 
(experiencia i). Posteriormente, en la segunda experiencia se hizo un estudio compartivo de las mejores 
concentraciones de los quimioatrayentes. En la tercera experiencia, se utilizaron las mejores concentraciones 
de los quimioatrayentes (experiencia ii) para seleccionar y evaluar los espermatozoides previamente incubado 
con el inhibidor de calcio (NNC). Además, en el experimento 1 se determinaron proteínas y metabolitos 
presentes en los biofluidos relacionados con la quimiotaxis.  

Exper imento 2. Caracter ísticas morfológicas y funcionales de los espermatozoides que 

migraron hacia el quimioatrayente. 

Los parámetros para evaluar la calidad de los espermatozoides que migraron hacia los 

quimioatrayentes  fueron: integridad 

acrosomal, motilidad, test hiposmótico y localización de la fosforilación de tirosina. Mientras se 

evaluó la fragmentación del ADN de espermatozoides solo tras el efecto quimiotáctico de FF: 0,25%. 

Además, tras la selección espermática con el uso de FF: 0,25%, FO: 0,25%, MC: 0,13%, P4: 10 pM 

, se decidió realizar el estudio sobre fecundación in vitro para evaluar el estado funcional 

de los espermatozoides que respondieron a los quimioatrayentes. Un esquema del desarrollo de este 

experimento viene reflejado en la figura 14. 

El número de replicados utilizados en esta experiencia fue de 4.  
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F igura 14. Esquema representativo del experimento 2. Tras el lavado de la muestra espermática en un 
gradiente de densidad Percoll®, se seleccionaron los espermatozoides mediante quimiotaxis. Posteriormente, 
se evaluaron los parámetros: integridad acrosomal, motilidad, test hiposmótico, localización de la fosforilación 
de tirosina, FIV y fragmentación de ADN. 

Exper imento 3. E fecto de la selección espermática por el fluido folicular sobre la calidad 

embrionaria. 

La selección espermática con el uso del FF utilizado al 0,25% mostró los mejores resultados. Por ello, 

se decidió realizar el estudio sobre la calidad embrionaria. A las 18h post-inseminación, parte de los 

posibles cigotos se destinaron como control de FIV. El resto se llevó a cultivo embrionario evaluando 

el porcentaje de división a las 48h y la calidad de los blastocistos a los 7 días atendiendo al número 

de células. Un esquema del desarrollo de este experimento viene reflejado en la figura 15. 

El número de replicados utilizados en esta experiencia fue de 6. 
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F igura 15. Esquema representativo de la experiencia 3. La muestra espermática se lavó en un gradiente de 
densidad Percoll®. Posteriormente, los espermatozoides seleccionados por el FF a través del proceso de la 
quimiotaxis se coincubaron con los ovocitos maduros. Luego se realizón un control de FIV y tras 48 y 168h 
se determinó el estado embrionario. 
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6. R ESU L T A D OS 

6.1. Exper imento 1. Determinación de la actividad quimiotáctica del F F , F O , M C y 

progesterona. 

Los espermatozoides capacitados no llegan al ovocito por azar, sino que son atraídos por las 

secreciones producidas en el tracto genital femenino. Entre las sustancias que posiblemente atraen a 

los espermatozoides se encuentran el FF, el FO, el MC y un componente común en todos ellos, la P4. 

Se han realizado numerosos estudios en mamíferos relacionado a quimiotaxis, principalmente en la 

especie humana. Sin embargo, para el caso de la especie porcina apenas existen datos. Por ello, y 

dada la problemática actual con las TRA en esta especie, nos planteamos determinar la actividad 

quimiotáctica de los biofluidos en la especie porcina.  

 Determinación de la concentración de los biofluidos con mayor potencial quimioatrayente. 

Cuando una determinada concentración de quimioatrayente satura su receptor afín, la célula no puede 

detectar aumento adicional en la concentración de quimioatrayente y, como resultado, la respuesta 

quimiotáctica disminuye. Por ello, en esta experiencia se investigó la concentración de los fluidos 

reproductivos que mayor cantidad de espermatozoides atraía. 

De las concentraciones analizadas en la curva de dilución, las concentraciones 0,25% de FF, 0,25% 

de FO, 0,065%, 0,13% de MC y 10 pM de P4, fueron las que seleccionaron un mayor porcentaje de 

espermatozoides (p < 0,05) (Fig. 16 A, B, C y D).  

Por otro lado, observamos que a mayor concentración de biofluidos se producía un descenso del 

número de espermatozoides seleccionados en el pocillo B y esto ocurrió en todos los biofluidos 

estudiados. Para el caso de P4, en un estudio previo, se determinó que concentraciones mayores de 

10 pM no incrementaban el número de espermatozoides que respondían a esta sustancia (datos no 

mostrados). 



Resultados!

*+!

 

F igura 16. Porcentaje de espermatozoides obtenidos en el pocillo B después de 20 min de incubación con 
diferentes concentraciones de los quimioatrayentes: A) fluido folicular, B) fluido oviductal, C) medio 
condicionado y D) progesterona. Los valores se expresan como la media ± SEM (%). Los subíndices (a, b) en 
la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05).  

 Determinación del biofluido que proporciona el mayor porcentaje de espermatozoides 

seleccionados.  

Esta experiencia se planteó para determinar qué biofluido proporcionaba mayor efecto quimiotáctico. 

Para ello se utilizaron las concentraciones a las que cada biofluido proporcionaba la mayor actividad 

quimiotáctica determinada en la experiencia anterior. Además, debido a la posibilidad de que se 

pudieran potenciar los biofluidos si todos estuvieran presentes en un mismo pocillo, se incluyó un 

 

Tras determinar la concentración en el pocillo B, se observó que no había diferencias en el porcentaje 

de espermatozoides entre los quimioatrayentes utilizados (p > 0,05), aunque si en relación al control 

(p < 0,05). Tampoco se observó un incremento de espermatozoides seleccionados cuando todos los 

biofluidos estaban presentes como quimioatrayentes. Este resultado sugiere que los biofluidos tienen 
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capacidad quimiotáctica respeto al control, pero bajo estas condiciones, no apreciamos que ninguno 

de ellos fuese más eficaz que otro (Fig. 17). Además, el hecho de que todos los biofluidos estuvieran 

juntos no tuvo impacto en el incremento del porcentaje de espermatozoides seleccionados. 

 

F igura 17. Porcentaje de espermatozoides obtenidos en el pocillo B después de 20 min de incubación con los 
diferentes quimioatrayentes. Los valores se expresan como la media ± SEM (%). Los subíndices (a, b) en la 
misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05).  

 Efecto de la inhibición del calcio sobre el proceso quimiotáctico. 

El fenómeno de la quimiotaxis se encuentra estrechamente relacionado con la activación de los 

canales CatSper y el incremento de Ca2+ intracelular que se produce cuando estos canales se activan. 

El compuesto NNC 55-0396 bloquea los canales CatSper reprimiendo la entrada de Ca2+. Por ello, 

esta experiencia se realizó para determinar si el efecto quimiotáctico de estos biofluidos se veía 

mermado al inhibir los canales de Ca2+. 

Los resultados mostraron (Tabla 9) que al incubar los espermatozoides con el inhibidor (NNC-FF, 

NNC-FO, NNC-MC, NNC-P4, NNC-

respecto de los no incubados (p < 0,05). Para el caso del grupo control, observamos que se produjo 

la misma situación, es decir se redujo el número de espermatozoides en el pocillo B. 
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Tabla 9. Efecto del inhibidor de Ca2+
 en espermatozoides porcino. Comparación entre el grupo no 

incubado con el inhibidor (NNC) y el grupo incubado con el inhibidor. Los valores se expresan como 

la media ± SEM (%). Los subíndices (a, b, c) en la misma columna indican diferencias significativas 

(p < 0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Análisis de las proteínas y metabolitos en los biofluidos mediante HPLC-MS. 

Aunque algunos de los quimioatrayentes espermáticos en mamíferos como la P4 han sido 

reconocidos, aún quedan muchos por identificar. En esta experiencia hemos cuantificado la P4 y otros 

posibles quimioatrayentes, así como la composición en proteínas relacionadas con el proceso de la 

quimiotaxis en los biofluidos. 

 

 

T R A T A M I E N T OS %SP Z 

TALP 7,5 ± 1,0b 

NNC-TALP 5,6 ± 1,0c 

FF 9,1 ± 1,0a 

NNC-FF 6,8 ± 1,0b 

FO 9,2 ± 1,0a 

NNC-FO 6,8 ± 1,0b 

MC 9,1 ± 2,0a 

NNC-MC 6,8 ± 1,0b 

P4 10,3 ± 2,0a 

NNC-P4 7,4 ± 1,0b 

 9,3 ± 1,0a 

NNC-  6,9 ± 1,0b 
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1. Determinación de las concentraciones de -estradiol (E2), progesterona (P4), AMP cíclico y 

GMP cíclico en los biofluidos. 

Las concentraciones halladas en los biofluidos de E2, P4, AMPc y GMPc vienen reflejadas en la 

Tabla 10. El FF presenta la mayor cantidad de E2, P4 y GMPc, seguido del FO, aunque este presenta 

la mayor cantidad de AMPc. Por otro lado, los valores más bajos se observaron en el MC, a excepción 

de E2 y P4 que es más elevada que en el FO.  

Tabla 10. -estradiol, Progesterona, AMPc y GMPc en FF, FO y MC en el pocillo 

B. 

 

 

 

 

 

ng/mL F F F O M C 

-estradiol 0,71 0,00011 0,104 

Progesterona 0,53 0,050 0,08 

A MPc 0,11 0,28 0,047 

G MPc 2,1 0,39 0,099 
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2. Proteínas relacionadas con la quimiotaxis identificadas por HPLC-MS/MS en F F , F O y MC . 

Las Tablas 11, 12 y 13 muestran las proteínas relacionadas con la quimiotaxis en la especie porcina 

identificadas en nuestro estudio. Cuando analizamos los perfiles de las proteínas presentes en los 

biofluidos se aprecian composiciones parecidas entre ellos, aunque con diferentes cantidades de 

proteínas. En el FF (Tabla 11) se identificaron dos proteínas diferentes con actividad, tres GC y una 

guanilina. También se identificaron una isoforma de GC, dos de AC y una de PNA. Sin embargo, 

ninguna de las isoformas identificadas tenía actividad. Igualmente, en el FO (Tabla 12) además de 

identificar dos proteínas diferentes (tres GC y dos AC con actividad), también se identificaron dos 

isoformas de GC, cinco de PNA y siete isoformas de AC sin actividad. Finalmente, en el MC (Tabla 

13) se observaron la presencia de dos proteínas; un GC y un AC, ambas con actividad. Además, se 

identificaron proteínas sin actividad, entre ellas dos isoformas de GC, cuatro AC y tres PNA. 

De manera más específica, se analizaron si existían proteínas en común entre los biofluidos mediante 

el diagrama de Venn (Fig. 18). El diagrama muestra un total de seis proteínas de interés en el FF de 

las cuales cuatro son únicas del FF, una proteína (Guanylate cyclase soluble subunit alpha-1 isoform 

A) en común con el FO y otra con el FO y MC (GC). Mientras que en el FO se identificaron 16 

proteínas de interés, de las cuales tiene cinco (Atrial natriuretic peptide-converting enzyme isoform 

1, Guanylate cyclase soluble subunit beta-1 isoform 2-like (F ragment), Adenylate cyclase, Adenylate 

cyclase type 2, Atrial natriuretic peptide receptor 1) en común con el MC, y una (GC) con el FF y 

MC. Por último, en el MC se identificaron 11 proteínas de interés entre ellas, tiene cinco en común 

con el FO, una en común con el FO y el FF (GC). Es decir, el GC es la única proteína en común que 

se observó entre los tres biofluidos. 
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Tabla 11. Proteínas identificadas en el FF de la especie porcina relacionadas con la quimiotaxis por la técnica HPCL-ESI-Q-TOF-MS/MS. 

Tto 
N° de Acceso 

(UniProt K B) 
Proteinas G enes Peso molecular 

(kD) 
Nº de 

peptides 
% 

cobertura  
Funciones biológicas Secuencia 

F F A0A287B5N6 Guanylate cyclase 1_PLBD1 113.5 2 7 

 

Intracellular signal 
transduction 

 

ISVLYDIAKGmSYLHSSKTEVHGRLKSTNCVVDSR 

F F A0A480DPW8 
Atrial natriuretic 

peptide receptor 3 
isoform 1 (Fragment) 

2_N/A 66.9 1 7.3 n/a 

 

TRIVEHTNSSPCKASGGLEESAVTGIVVGALLGAGLLmAFY
FFR 

F F A0A480DZL5 
Guanylate cyclase 

soluble subunit alpha-
1 isoform A 

3_N/A 78 1 5.4 n/a 
 

LEDFTGRGLYLSDIPIHNALRDVVLIGEQARAQDGLKK 

F F A0A287BS99 Guanylate cyclase 4_LOC10052
3457 109.4 1 3 Intracellular signal 

transduction 

 

STVQTLSAWMKAIKLTFEGKGFEETYWLVGK 

F F A0A480S6A4 Adenylate cyclase 
type 5 isoform 1 5_N/A 70.4 1 6.3 n/a 

 

LHSQRENQQQERLLLSVLPRHVAmEMKADINAKQEDMMF
HK 

F F A0A480EU95 Adenylate cyclase 
type 10-like 6_N/A 40.4 1 9.3 n/a LGFQAHEIcRHLKKPALENLVLSVLFRSAFLKK 

F F P79897 Guanylin 7_GUCA2A 11.9 1 33.9 Guanylate cyclase activator 
activity 

 

mNTFLFPTLCLLGVWAALAGGVTVKDGEFSFSLESVKK 

F F A0A287B4X9 Guanylate cyclase 8_NPR2 114.4 1 3.2 Intracellular signal 
transduction 

 

LVEERtQAyLEEKRKAEALLYQILPHSVAEQLK 

F F A0A287B8Q2 Guanylate cyclase 9_N/A 105.1 1 3.7 n/a 

 

IGDPTASGPLRPsLSEAVGNAKVCPEKRPAFSSIK 
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Tabla 12. Proteínas identificadas en el FO de la especie porcina relacionadas con la quimiotaxis por la técnica HPCL-ESI-Q-TOF-MS/MS. 

T to 
N° de Acceso 

(UniProt K B) 
Proteinas G enes Peso molecular (kD) 

Nº de 
peptides 

% cobertura  Funciones biológicas Secuencia 

F O A0A287AU99 Guanylate cyclase 1_GUCY2F 122.3 4 12.7 

Detection of light 
stimulus involved in 

visual perception; 
intracellular signal 

transduction 

 

GSRASVSVQITSEVQSGRSPRLSFSSGSLTLV
TYK 

F O A0A480PHJ1 Atrial natriuretic 
peptide receptor 1 2_N/A 97.2 3 12.3 n/a 

 

LRIGVHTGPVcAGVVGLKmPRYcLFGDTVN
TASRMESNGQALK 

F O A0A480TBE2 
Atrial natriuretic 

peptide receptor 2 
isoform X3 

3_N/A 114.8 3 10.3 n/a 

 

LRIGVHTGPVcAGVVGLKmPRYcLFGDTVN
TASRMESNGQALK 

F O A0A286ZWC5 Adenylate cyclase 4_ADCY4 119.7 2 7.6 
cAMP biosynthetic 

process; intracellular 
signal transduction 

 

IKTIGSTYmAATGLNATSGQDTQQDAERSC
SHLGTMVEFAVALGsK 

F O A0A480T841 Adenylate cyclase type 
6 isoform X1 5_N/A 97.5 2 6.2 n/a 

 

IQVTTDLYQVLAAKGYQLEcRGVVKVKGK 

F O A0A287ADN6 Adenylate cyclase type 
9 6_ADCY9 150.2 2 3.3 

Cyclic nucleotide 
biosynthetic process; 
intracellular signal 

transduction 

 

LSNSHTSLcEILQEK 

F O A0A480EYL4 Adenylate cyclase type 
10 isoform X6 7_N/A 112.5 1 3 n/a 

 

LVSISVTNGPVFcGMVGAVARHEYtVIGPK 

         

F O A0A480L319 

Guanylate cyclase 
soluble subunit beta-1 

isoform 2-like 
(Fragment) 

8_N/A 26.4 2 20.9 n/a 

 

LRGQMIWMESTRCMVYLCsPK 
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F O A0A480EIM7 Adenylate cyclase type 
2 9_N/A 153.8 1 2.9 n/a 

 

IKILGDCYYCVSGLPISLPNHAKNCVKMGL
DmcEAIKKVR 

F O I3LJL1 Guanylate cyclase 10_GUCY2
D 120.4 1 2.2 

cGMP biosynthetic 
process; receptor 
guanylyl cyclase 

signaling pathway; 
signal transduction 

 

IHVNMSTVRILcALDQGFQTEVRGR 

F O A0A0B8RW44 Adenylate cyclase 11_ADCY7 120.6 1 2.5 
cAMP biosynthetic 

process; intracellular 
signal transduction 

 

LAIIERLKERGDRRyLPDNNFHSLyVK 

F O A0A480K9E3 
Atrial natriuretic 

peptide receptor 3 
isoform 2 

12_N/A 48.6 1 7.5 n/a 

 

IIQQTWNRTFEGAGTQEVGLRDPcPKPPLcLL
R 

F O A0A287B5N6 Guanylate cyclase 13_PLBD1 113.5 1 3.1 Intracellular signal 
transduction 

 

NESYMDtLIRRLQLYSRNLEHLVEERtQLYK 

F O A0A480CMW7 Adenylate cyclasetype 1 14_N/A 26.4 1 18.6 n/a 

 

MMGRcRQPPSPGVPCPSRSCGSEQLIFRRVA
VPKPmAVTYGEStFK 

F O A0A480RYC7 
Atrial natriuretic 

peptide-converting 
enzyme isoform 1 

15_N/A 103.7 1 4.2 n/a 

 

LVKSIILHPRYSRTVVDYDISIVELsEDINETS
XXXMSGR 

F O A0A480K4H3 

Atrial natriuretic 
peptide receptor 3 
isoform X5-like 

(Fragment) 

16_N/A 14.6 1 23.6 n/a 

 

IVEHTNSsPCKASGGLRRISSDRNCcGGLTR 

         

F O A0A481A1V2 

Pituitary adenylate 
cyclase-activating 
polypeptide type I 

receptor isoform X1 
(Fragment) 

17_N/A 45.8 1 8.2 n/a 

 

LARSTLLSLFcSAHNSFLVFSISRTNLsPEVPK 
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F O A0A480EU95 Adenylatecyclasetype 
10-like 18_N/A 40.4 1 7 n/a 

 

EFFSRcVTCPVYHQRVSELKASVmR 

F O A0A480DZL5 
Guanylate cyclase 

soluble subunit alpha-1 
isoform A 

19_N/A 77,9508 1 4.6 n/a 

 

IGLHsGSVFAGVVGVKmPRYcLFGNNVTLA
NK 
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Tabla 13. Proteínas identificadas en el MC de la especie porcina relacionadas con la quimiotaxis por la técnica HPCL-ESI-Q-TOF-MS/MS. 

Tto 
N° de Acceso 

(UniProt K B) 
Proteinas G enes Peso molecular 

(kD) 
Nº de 

peptides 
% 

cobertura  
Funciones biológicas Secuencia 

M C A0A480JDM3 Adenylate cyclase 
type 2 1_N/A 80.2 2 7.2 n/a 

 

qHLVKTYFVINPKGER 

M C A0A480EJD9 Atrial natriuretic 
peptide receptor 1 2_N/A 147.5 2 5.6 n/a 

 

mPRYcLFGDTVNTASRmESNGEALKIHLSSETR 

M C A0A480EYL4 
Adenylate 

cyclasetype 10 
isoform X6 

3_N/A 112.5 2 5.7 n/a 
 

LVSISVTNGPVFcGmVGAVARHEYTVIGPK 

M C A0A287BS99 Guanylate cyclase 4_LOC10052
3457 109.4 1 3.5 Intracellular signal transduction 

 

IHVsRSTVQTLsAWMKAIKLTFEGKGFEETYWLVGK 

M C A0A287AQR6 Adenylate cyclase 5_ADCY8 128.9 1 2.7 cAMP biosynthetic process; 
intracellular signal transduction 

 

LESGGIPGRIHISKATLDCLNGDYSVEEGHGK 

M C A0A480LJQ7 
Guanylate cyclase 

soluble subunit beta-1 
isoform 2 

6_N/A 73.4 1 4.3 n/a 
 

KNTGtEVVASVtSLIVCSPLmHRLFPGK 

M C A0A287ADN6 Adenylate 
cyclasetype 9 7_ADCY9 150.2 1 2.3 

Cyclic nucleotide biosynthetic 
process; intracellular signal 

transduction 

 

ADHAYCCIEMGLGMIRAIEQFCQEKKEMVNMR 

M C I3LJ94 Guanylate cyclase 8_PLBD1 122.4 1 4 

cGMP biosynthetic process; 
intracellularsignaltransduction; 

receptor guanylyl cyclase signaling 
pathway; regulation of cell 

population proliferation; response 
totoxicsubstance; signal 

transduction 

 

 

LPEASKTTRNTDVmPCELFEFTVFLTISEGHGGLLCN
cVLDAY 
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M C A0A480L319 

Guanylate cyclase 
soluble subunit beta-1 

isoform 2-like 
(Fragment) 

9_N/A 26.4 1 9.3 n/a 

 

LRGQMIWMESTRcMVYLCsPK  

M C A0A480EGJ2 
Atrial natriuretic 

peptide-converting 
enzyme isoform 1 

10_N/A 122.6 1 2.5 n/a 
 

LNGTTLHKLLVEGQsCHSRSKISLLcAK 

M C A0A480DC24 
Atrial natriuretic 

peptide receptor 1-
like (Fragment) 

11_N/A 15.3 1 24.1 n/a 
 

LERcPLSFLWPRKPPNSESHPLHVVcDHTGLSLR 

M C A0A480EN30 Adenylate 
cyclasetype 6 12_N/A 137.2 1 3.3 n/a 

 

IYIQKHDNVsILFADIEGFtSLASQCTAQELVmTLNEL
FAR 



Resultados!

"+"!

 

F igura 18. Representación mediante Diagrama de Venn de las proteínas identificadas en los biofluidos. El 
diagrama muestra la coincidencia de la proteína GC (1) en los tres biofluidos.
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6.2. Exper imento 2. Caracter ísticas morfológicas y funcionales de los espermatozoides que 

migraron hacia el quimioatrayente.  

La activación de los espermatozoides, así como su comportamiento quimiotáctico hacia los ovocitos 

se encuentran regulados por el ambiente oviductal y por las secreciones secuenciales presentes en el 

oviducto. Por ello nos planteamos determinar los cambios morfológicos y funcionales en respuesta a 

los biofluidos reproductivos utilizados como quimioatrayentes. 

  Integridad de la membrana acrosomal evaluada mediante la lectina PNA . 

En la figura 19 queda representado el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma integro. 

Observamos que los valores más altos se presentaron en los grupos FF, FO y MC, aunque únicamente 

se observaron diferencias significativas entre el grupo FO y el grupo  (p < 0,05). 

F igura 19. Espermatozoides con acrosoma integro evaluado mediante la lectina PNA-FITC tras la migración 
hacia los quimioatrayentes. Los valores se expresan como la media ± SEM (%). Los subíndices (a, b) en la 
misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). 

 Parámetros cinéticos de los espermatozoides evaluados por CASA . 

Los resultados de motilidad de los espermatozoides tras la quimiotaxis vienen reflejados en la Tabla 

14. No se observaron diferencias entre los grupos experimentales ni con el grupo control (p > 0,05). 
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Tabla 14. Resultados obtenidos mediante el análisis computarizado de imágenes (CASA) de la 

motilidad de los espermatozoides que migraron hacia los diferentes quimioatrayentes. 

PA R A M É T R OS T A LP F F F O M C  P4  

Mot. Total (%) 47,0 ± 8,0 28,5 ± 3,2 41,7 ± 5,3 45,2 ± 7,6 37,5 ± 9,4 29,8 ± 4,2 

Mot. Prog (%) 21,0 ± 7,2 12,0 ± 3.8 20,8 ± 4,8 23,5 ± 6,9 22,7 ± 0,4 12,3 ± 4,9 

VCL (µm/s) 65,8 ± 8,1 42,0 ± 5,6 54,7 ± 3,7 52,3 ± 7,5 53,8 ± 9,9 51,7 ± 5,5 

VSL (µm/s) 44,8 ± 8,7 29,8 ± 5,0 39,3 ± 4,8 34,3 ± 6,2 37,2 ± 8,9 35,7 ± 4,7 

VAP (µm/s) 49,3 ±8,0 32,8 ± 4,9 42,8 ± 4,3 39,2 ± 6,3 41,0 ± 9,0 38,7 ± 4,8 

ALH (µm) 1,8 ± 0,2 1,5 ± 0,2 1,7 ± 0,2 1,3 ± 0,2 1,7 ± 0,3 1,5 ± 0,2 

LIN (%) 65,7 ± 7,0 70,0 ± 3,6 70,5 ± 5,6 65,2 ± 3,7 66,3 ± 8,8 68,3 ± 3,9 

STR (%) 87,5 ± 4,5 89,5 ± 2,0 90,2 ± 2,9 86,8 ± 2,5 87,8 ± 4,4 90,3 ± 2,2 

WOB (%) 74,0 ± 4,3 77,5 ± 2,2 77,2 ± 3,8 74,5 ± 2,3 73,7 ± 6,9 75,0 ± 2,9 

BCF (Hz) 6,3 ± 0,7 6,7 ± 0,7 7,0 ± 0,3 6,5 ± 0,4 7,0 ± 0,8 7,3 ± 0,3 

 
Mot. Total: motilidad total. Mot. Prog: motilidad progresiva. V C L : velocidad curvilínea. VSL : velocidad 
rectilínea. V AP: velocidad media. L IN: índice de linealidad. ST R: índice de rectitud. W OB: índice de 
oscilación. A L H : amplitud desplazamiento lateral de la cabeza. B C F : frecuencia de batido de la cabeza. Los 
valores se expresan como la media ± SEM (%).  

 Respuesta espermática a condiciones de hipoosmolaridad: Test hipoosmótico. 

Una de las características de una célula con membrana funcional, es la adaptación a las condiciones 

osmóticas que le rodea. Por tanto, nos planteamos evaluar la calidad espermática desde un punto de 

vista de la funcionalidad de su membrana sometiendo a los espermatozoides a condiciones 

hipoosmóticas. Las celulas que reaccionan positivamente a las condiciones hipoosmóticas muestran 

un cambio morfológico evidenciado por una curvatura de diferente grado en el flagelo espermático. 

Tras analizar los espermatozoides que mostraron respuesta a estas condiciones hipoosmóticas, 

observamos que los que habían migrado hacia los quimioatrayentes (FF, FO, MC, P4 y ) presentaban 

mayor porcentaje de respuesta (Fig. 20) respecto al grupo control (TALP) (p < 0,05) pero sin 

diferencias entre los grupos experimentales. 
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F igura 20. Evaluación del cambio morfológico en la cola del espermatozoide tras la incubación con la solución 
hipoosmotica. Los valores se expresan como la media ± SEM (%). Los subíndices (a, b) en la misma columna 
indican diferencias significativas (p < 0,05).  

  Localización de la fosforilación de la tirosina. 

La fosforilación de proteínas participa en el control de la función espermática durante la fecundación, 

por ello y bajo la premisa de que la capacitación se encuentra regulada por los fluidos reproductivos 

de forma secuencial, se procedió a analizar la localización de la fosforilación de tirosina de los 

espermatozoides que habían migrado hacia los diferentes quimioatrayentes y que, finalmente, los 

espermatozoides estuvieron inmersos en ello. 

Al evaluar los resultados de los patrones de fosforilación en los espermatozoides que habían 

respondido a los diferentes quimioatrayentes observamos que en todos los grupos experimentales se 

producía un incremento de fosforilación respecto de la muestra sin tratar, encontrándose los valores 

más altos para el patrón III, lo que demuestra que los espermatozoides que migraron hacia el 

quimioatrayente habían sido capacitados. Sin embargo, cuando observamos los patrones de 

fosforilación entre los grupos experimentales no apreciamos diferencias entre ellos (Tabla 15).  
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Tabla 15. Porcentaje de patrones de innmunoreactividad a fosfotirosina en los espermatozoides que 

migraron hacia los quimioatrayentes evaluados mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI). Los 

valores se expresan como la media ± SEM (%). Los subíndices (a, b) en la misma columna indican 

diferencias significativas (p < 0,05). 

T R A T A M I E N T OS PA T R O N I PA T R O N I I PA T R O N I I I 

TALP 18,3 ± 6,2a 12,9 ± 4,2 68,8 ± 6,4a 

FF 16,0 ± 2,7a 8,9 ± 2,1 75,4 ± 1,9a 

FO 16,3 ± 2,0a 7,8 ± 1,6 75,9 ± 2,2a 

MC 19,5 ± 1,7a 8,1 ± 2,7 72,6 ± 2,5a 

P4 19,5 ± 2,3a 10,4 ± 3,9 70,3 ± 2,9a 

 18,0 ± 1,6a 9,4 ± 2,9 72,6 ± 3,1a 

Eyaculado sin tratar 66,0 ± 4,6b 18,9 ± 3,4 15,0 ± 4,4b 

 

 Efecto de la selección espermática por quimiotaxis sobre la fecundación in vitro. 

La fecundación in vitro es considerada como una herramienta de alta sensibilidad para la evaluación 

de la calidad seminal. Por tal motivo, planteamos su utilización para discernir si la selección 

espermática por los diferentes quimioatrayentes se veía mejorada por alguno de los biofluidos 

empleados.  

La evaluación de los resultados de FIV se realizó a las 18h post-inseminación (Tabla 16). Observamos 

que el mayor número de espermatozoides unidos a la zona pelúcida ocurrió en los grupos TALP y FF 

y los valores más bajos para los grupos FO y  (p < 0,05). En cuanto al porcentaje de ovocitos 

penetrados, el FF fue el que presento el mayor valor respecto del resto de grupos experimentales (p < 

0,05), siendo el grupo FO en el que se apreció la penetración más baja. No obstante, en cuanto al 

número de espermatozoides por ovocito penetrado no se observaron diferencias estadísticamente 

significativas. 
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Tabla 16. Parámetros de FIV obtenidos con espermatozoides seleccionados mediante quimiotaxis 

evaluados a las 18h post-inseminación. 

 

 

 

 

 

 

 

N : número de ovocitos evaluados, ZP binding: espermatozoides unidos a la zona pelúcida, P E N (%): 
porcentaje de ovocitos penetrados, ESPZ /O V O : número de espermatozoides por ovocito penetrado. Los 
valores se expresan como la media ± SEM (%). Los subíndices (a, b, c, d) en la misma columna indican 
diferencias significativas (p < 0,05). 

 Evaluación de la fragmentación del ADN espermático. 

Tras analizar la calidad de los espermatozoides que migraron hacia el quimioatrayente, observamos 

que solo la FIV mostró una clara diferencia entre FF y el resto de quimioatrayentes. Esto nos indujo 

a plantearnos la evaluación del ADN de los espermatozoides que migraron hacia el FF y los 

espermatozoides que lo hicieron hacia el TALP. 

Dado que la fragmentación del ADN en espermatozoide porcinos es muy baja, decidimos utilizar dos 

técnicas, (naranja de acridina y el kit Halomax®) para tratar de diferenciar con mayor exactitud entre 

los grupos experimentales. Tras realizar el recuento de los espermatozoides de cada muestra con los 

distintos tratamientos y con las dos técnicas, calculamos el porcentaje de espermatozoides con ADN 

fragmentado (Tabla 17). Al comparar los resultados obtenidos en los distintos tratamientos se observó 

que los espermatozoides con ADN fragmentado eran casi nulos, tanto con la evaluación con naranja 

de acridina como con el kit Halomax® y no existían diferencias significativas entre ellos (p > 0,05). 

Tampoco se  encontraron diferencias significativas entre las muestras estudiadas inmediatamente 

TRA T A M IE NT OS N ZP BINDIN G PEN (%) ESPZ/O V O 

TALP 126 9,2 ± 0,9a 41 ± 4,4a 2,3 ± 0,2 

FF 139 9,0 ± 0,5a 66 ± 4,0b 2,2 ± 0,1 

FO 121 2,6 ± 0,2cd 27 ± 4,1ac 1,7 ± 0,1 

MC 95 5,3 ± 0,7b 39 ±5,0a 1,9 ± 0,2 

P4 107 4,8 ± 1,0bc 37 ± 4,7a 1,8 ± 0,1 

 114 1,2 ± 0,2d 13 ± 3,2c 1,7 ± 0,3 
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después de la quimiotaxis y las muestras estudiadas tras 24h de incubación a 38,5ºC y 5% CO2 (p > 

0,05).  

Tabla 17. Porcentaje de espermatozoides con ADN fragmentado evaluado con el ensayo de Naranja 

de Acridina y el kit comercial Halomax® a las 0 y 24h tras la quimiotaxis.

 
Tratamientos: i) espermatozoides lavados en gradientes de Percoll® no migrados (pocillo A), ii) 
espermatozoides no lavados en gradientes de Percoll® no migrados (pocillo A), iii) espermatozoides lavados 
en gradientes de Percoll® migrados hacia TALP (pocillo B), iv) espermatozoides lavados en gradientes de 
Percoll® migrados hacia 0,25% de FF (pocillo B), v) espermatozoides no lavados en gradientes de Percoll® 
migrados hacia TALP (pocillo B), vi) espermatozoides no lavados en gradientes de Percoll® migrados hacia 
0,25% de FF (pocillo B). Los valores se expresan como la media ± SEM (%) (p > 0,05). 

6.3. Exper imento 3. E fecto de la selección espermática por el fluido folicular sobre la calidad 

embrionaria. 

No todos los espermatozoides de un eyaculado son igualmente buenos para lograr una fecundación 

con éxito, independientemente de que la fecundación sea in vivo o in vitro (Holt & Fazeli, 2015). Por 

ello, debido a la heterogeneidad de la población espermática del eyaculado, la selección de 

espermatozoides antes de las TRA se ha considerado un paso importante para garantizar un resultado 

exitoso y una estrategia para mejorar la eficiencia de las TRA. Aunque todos los quimioatrayentes 

analizados en las experiencias previas mostraron buenas propiedades para la selección espermática, 

el FF fue el que mejores resultados de fecundación proporcionó. Además, el FF contiene una compleja 

T R A T A M I E N T OS          N A R A NJA D E A C RIDIN A  H A L O M A X® 

i 0,0 ± 0,0 0,5 ± 0,3 0,2 ± 0,2 0,0 ± 0,0 

ii 0,0 ± 0,0 0,5 ± 0,5 0,5 ± 0,3 0,0 ± 0,0 

iii 0,5 ± 0,5 0,0 ± 0,0 0,2 ± 0,2 0,0 ± 0,0 

iv 0,2 ± 0,2 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

v 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 

vi 0,0 ± 0,0 0,2 ± 0,2 0,5 ± 0,3 0,0 ± 0,5 
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mezcla de proteínas, antioxidantes, metabolitos y otros factores que son transferidos al 

espermatozoide y podrían influir en el posterior desarrollo embrionario (Bahmanpour et al., 2012). 

Por ello, y con el fin de analizar la posible relación entre la selección espermática con el FF y la 

calidad embrionaria se analizó la producción de embriones desde la división embrionaria a las 48h 

hasta el estadio de blastocisto expandido a las 168h. 

Tabla 18. Control del rendimiento de la FIV utilizando espermatozoides seleccionados con FF como 

quimioatrayente. 

T R A T A M I E N T OS N PE N (%) ESPZ/O V O PN M M O N O (%) R E ND 

TALP 166 98,3 ± 1,2a 1,6 ± 0,1a 1,7 ± 0,2a 57 ± 4,7 56 ± 4,6a 

FF 166 93,1 ± 2,4b 2,0 ± 0,1b 2,4 ± 0,2b 45,4 ± 4,8 42 ± 4,6b 

 
N : número de ovocitos evaluados, P E N (%): porcentaje de ovocitos penetrados, ESP Z /O V O : número de 
espermatozoides por ovocito penetrado, PN M: número medio de pronúcleos, M O N O (%): porcentaje de 
monospermia. R E ND: porcentaje de ovocitos monospermicos con dos pronúcleos sobre el total de ovocitos 
inseminados. Los valores se expresan como la media ± SEM (%). Los superíndices (a, b) en la misma columna 
indican diferencias significativas (p < 0,05). 

Debido a la alta proporción de ovocitos polispermicos que se obtienen durante la fecundación in vitro 

en la especie porcina, es necesario realizar un control de FIV que nos permita estimar la producción 

de los posibles cigotos y que potencialmente llegarían al estadio de blastocisto. 

Los resultados de FIV evaluados a las 18h de la fecundación se muestran en la Tabla 18. En ella 

observamos que el porcentaje de ovocitos penetrados fue superior para el grupo TALP, sin embargo, 

el número medio de espermatozoides por ovocito fue ligeramente superior para el caso de 

espermatozoides seleccionados con el FF. 

En relación a la formación de pronúcleos, los resultados mostraron que era superior cuando los 

espermatozoides eran seleccionados con el FF, no obstante, el porcentaje de monospermia no se vio 

afectado por lo que el rendimiento fue inferior para el grupo FF. 
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Tabla 19. Embriones obtenidos con espermatozoides seleccionados utilizando el FF como quimioatrayente evaluados a las 48h y 168h post-

inseminación.  

 

T R A T A M IE N T OS 

N° 

PR ESUN T OS 

C I G O T OS 

% 

DIV ID ID OS 

(48h) 

% 

B L AST O C IST OS 

(168h) 

N° 

C É L U L AS/B L AST O C IST OS 

% 

B L AST O C IST OS 

E XP A NDID OS 

N° 

C É L U L AS/B L AST O C IST OS 

E XP A NDID OS 

TALP 824 42,1 ± 7,4 27,6 ± 3,8a 35,9 ± 2,4a 25,4 ± 2,2a 49,6 ± 2,1a 

FF 718 39,8 ± 7,5 38,5 ± 3,7b 40,4 ± 2,3b 38,3 ± 2,5b 54,5 ± 2,4b 

 
Los valores se expresan como la media ± SEM (%). Los superíndices (a, b) en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05). El % de blastocistos 
se ha calculado sobre el número de embriones divididos. El porcentaje de blastocistos expandidos se ha calculado sobre el número de blastocistos.  

Después de analizar el rendimiento de la FIV y comprobar que se encontraba en valores considerados aceptables para esta especie, los potenciales 

embriones se transfirieron al medio de cultivo embrionario. Trascurridas 48h de la inseminación, se procedió a la evaluación de los embriones 

divididos y, a las 168h se evaluó el porcentaje de blastocistos (expandidos y no expandidos) así como el número de células (Tabla 19). 

En relación al número de embriones que se dividieron a las 48h no se observaron diferencias en los grupos experimentales, sin embargo, cuando se 

analizó el estadio de blastocisto, se apreció un incremento casi del 10% respecto del grupo TALP (38,5 vs 27,6; p < 0,05). 

En cuanto al número de células por blastocisto también se observaron diferencias significativas entre grupos, siendo superior para el grupo FF (40,4 

vs 35,9; p < 0,05). No obstante, el resultado más clarificador en relación a la calidad embrionaria podría ser el número de blastocistos expandidos y 
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que en este caso volvió a ser superior para el grupo FF (38,3 vs 25,4; p < 0,05). Además, estos blastocistos presentaban mayor número de células 

(54,5 vs 49,6; p < 0,05), lo cual significa una mayor calidad embrionaria. 
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7. DISC USI Ó N  

La fecundación interna es parte de una estrategia reproductiva que requiere que los gametos, 

masculino y femenino, se encuentren en el genital de la hembra. Tras el depósito del semen en el 

tracto reproductivo femenino, una subpoblación de los espermatozoides eyaculados se transporta al 

oviducto, concretamente a la zona del istmo, donde los espermatozoides se almacenan durante 

períodos que oscilan de horas a meses dependiendo de la especie (Holt & Fazeli, 2016).  

Cuando la ovulación se produce, los espermatozoides almacenados en el istmo son liberados y 

progresarán hacia el lugar de fecundación (la ampolla en el caso de la especie porcina). Existe cierta 

controversia de cómo se liberan los espermatozoides del reservorio oviductal ya que no está claro, si 

la liberación se activa por cambios en el fluido del oviducto, en las células del oviducto o bien es 

debida a los propios espermatozoides. Centrándonos en éstos últimos, se ha hipotetizado que la 

liberación puede ser promovida por el desarrollo de una motilidad hiperactivada que podría vencer 

las fuerzas adhesivas que unen a los espermatozoides con el epitelio del oviducto (Simons et al., 

2014). En la especie humana, este tipo de movimiento parece ser producido por la P4 (Lishko et al., 

2011) cuya fuente podría ser el folículo periovulatorio a través de un mecanismo de contracorriente 

(Hunter et al., 1983). Machado et al. (2019), demostraron en la especie porcina utilizando agregados 

celulares procedentes de oviductos, que la P4 estimula el desprendimiento de los espermatozoides de 

las células epiteliales de oviducto mediante activación de canales CatSper por la afluencia de Ca2+ al 

interior del espermatozoide. 

Una vez liberados del epitelio, los espermatozoides deben encontrar al ovocito y dado lo angosto de 

la luz oviductal, este proceso no es al azar. Por ello, se plantea que los espermatozoides deberían ser 

atraídos por factores químicos que serían liberados por el ovocito, proceso conocido como 

quimiotaxis. Tanto el ovocito como el cumulus secretan quimioatrayentes (Sun et al., 2005) sin 

embargo, la guía de los espermatozoides hacia el ovocito posiblemente incluya más de un 

quimioatrayente y otros factores físicos como por ejemplo, la diferencia de temperatura (termotaxis) 
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(Bahat et al., 2003). No obstante, la naturaleza química de los quimioatrayentes, sus receptores afines 

y las vías de señalización subyacentes están sujetos aún a debate. 

En cuanto a la cantidad de quimioatrayente hay cierta controversia. Así por ejemplo, en relación a la 

P4 algunos investigadores sugieren que es el principal quimioatrayente para los espermatozoides 

humanos (Wang et al., 2001), mientras que otros sugieren que esta hormona no es el principal 

quimioatrayente o en el caso que lo fuera, sería un quimioatrayente débil (Jaiswal et al., 1999). Todos 

estos estudios basaron sus conclusiones en ensayos realizados en rangos de alta concentración de P4 

(mol/L a mmol/L). Además, los estudios que afirman una respuesta quimiotáctica positiva a P4 

(Wang et al., 2001) utilizaron ensayos que no podían diferenciar la quimiotaxis de otros procesos de 

acumulación de espermatozoides.  

Determinación de la actividad quimiotáctica del F F , F O , MC y P4. 

Los posibles quimioatrayentes que facilitan el encuentro espermatozoide-ovocito, deberían 

encontrarse como componentes quimiotácticos en el FO, FF y en las secreciones que rodean al 

ovocito (Oliveira et al., 1999; Sun et al., 2005). Uno de los quimioatrayentes común a los tres 

biofluidos mencionados es la P4, no obstante se han determinado otros compuestos y se plantea la 

hipótesis de que estos tengan una forma de actuación secuencial y con unas concentraciones 

determinadas (Oliveira et al., 1999). En este sentido, se ha observado que la quimiotaxis es un 

fenómeno que depende de la concentración del quimioatrayente y de la especie. En mamíferos, la 

respuesta quimiotáctica de los espermatozoides parece no ser específica de la especie. Sun et al. 

(2003) observaron que se producía una respuesta quimiotáctica de los espermatozoides de conejo y 

humano al FF de bovino y viceversa, y que por lo tanto no era especifica de la especie. No obstante, 

la respuesta fue mayor cuando se usaba el FF bovino. Sin embargo, la respuesta quimiotáctica 

homóloga en espermatozoides de porcino aún no se ha determinado. 

Este estudio se realizó para investigar la capacidad quimiotáctica de los biofluidos: FF, FO, MC y la 

P4 sobre espermatozoides porcinos. Es importante recordar que para que ocurra la quimiotaxis, es 
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necesario utilizar una concentración determinada y por ello es necesario analizar varias diluciones del 

atrayente. Una respuesta de quimiotaxis típica está representada por una curva en forma de campana, 

donde a diluciones de atrayente menores o mayores no se observa respuesta quimiotáctica, pero a 

diluciones atrayentes intermedias la proporción de células quimiotácticas es máxima (Eisenbach, 

2004). Dada la escasez de estudios en esta especie, el primer paso fue determinar la concentración a 

la que se producía la mayor atracción espermática.  

Determinación de la concentración de los biofluidos con mayor potencial quimioatrayente. 

Los resultados mostraron que la mayor atracción de los espermatozoides se logró cuando el pocillo B 

contenía: 0,25% de FF, 0,25% de FO, 0,13% de MC y 10 pM de P4 (respectivamente v/v). Estas 

concentraciones de quimioatrayente son superiores a las descritas en la bibliografía en otras especies. 

En este sentido Sun et al. (2005) mostraron que el MC inducia respuesta quimiotáctica a una dilución 

de 0,001-0,0001%, y Oliveira et al. (1999) con espermatozoides de ratón, mostraron que el FF y el 

FO inducían una respuesta quimiotáctica con una dilución mucha mas baja que la utilizada en este 

trabajo (0,001-0,00001% y 0,0001% para el FF y FO respectivamente). En la especie humana, Ralt 

et al. (1991) observó que la mejor concentración de FF se encontraba en valores comprendidos entre 

0,001-0,0001% y en la especie bovina con valores de 0,0001-0,00001%. Esta variabilidad en los 

resultados encontrados, pueden ser atribuidas por un lado a las condiciones de trabajo, ya que los 

dispositivos utilizados por estos autores, así como los volúmenes de trabajo son muy diferentes y, por 

otro lado, se podría atribuir a la especie. No obstante, esta última suposición no la podemos corroborar 

con otros estudios ya que, bajo nuestro conocimiento, no hemos encontrado en la literatura revisada 

trabajos similares en la especie porcina. En relación a la concentración de P4, sí que hay un profundo 

estudio, no solo por su actividad quimiotáctica a concentraciones de rango de 1-100 pM (Teves et al., 

2006), sino por su participación en la activación de canales de Ca2+ y el movimiento hiperactivo 

consecuente. La concentración de P4 que mayor número de espermatozoides porcino atrajo al pocillo 

B, se encontraba en 10 pM y por encima de esta cantidad no se producía mayor respuesta. Resultados 
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similares que entraban en este rango, se observaron en espermatozoides de humano (Teves et al., 

2006), de conejo (Teves et al., 2006) y de ratón (Guidobaldi et al., 2017). Sin embargo, tampoco 

hemos encontrado en estudios en la especie porcina para corroborar o no nuestros resultados. 

Determinación del biofluido que proporciona el mayor porcentaje de espermatozoides 

seleccionados.  

Una vez determinada la concentración de los diferentes quimioatrayentes a la que mayor porcentaje 

de espermatozoides atraía, nos planteamos si la capacidad quimiotáctica de los biofluidos variaba 

entre ellos cuando se utilizaba la concentración que mayor número de espermatozoides atraía. 

proporción de fluidos). Los resultados no mostraron diferencias entre los biofluidos, aunque si con el 

medio control. En cierta forma, este resultado no era esperado ya que, aunque todos los biofluidos 

presentan componentes comunes, la concentración de estos componentes es diferente. Oliveira et al. 

(1999), observaron en espermatozoides de ratón que tanto el FO como FF mejoran los parámetros de 

motilidad a la vez que inducían una respuesta quimiotáctica. El FO indujo a más espermatozoides a 

recorrer a una mayor distancia hacia el gradiente quimiotáctico, mientras el FF causó el mayor 

aumento en la velocidad espermática. Por otro lado, el FF a una concentración de 0,0001% tuvo la 

mayor respuesta quimiotáctica. No obstante, la razón por la cual los valores obtenidos para el FO 

fueron inferiores a los obtenidos con el FF queda por aclarar. 

Por otro lado, parece lógico pensar que un quimioatrayente que lleve en su composición la mayor 

variedad de aquellas sustancias con las que se encontraría in vivo, como cuando se utilizó el sumatorio 

de fluidos, podría ser el que más espermatozoides atrajese. No obstante, los resultados mostraron que 

no producía ninguna mejora. Posiblemente, este hecho se deba a que en condiciones fisiológicas el 

contacto con los quimioatrayentes se produce de forma secuencial de manera que se activen unos 

receptores en un momento dado y ello, posteriormente, permitan la activación de otros (Sun et al., 

2005; Teves et al., 2006). La situación que se ha planteado en este trabajo no es secuencial, por lo 
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que cabe la posibilidad que los diferentes receptores se activen a la vez y esto no permita un 

incremento en la actividad quimiotáctica.  

E fecto de la inhibición del calcio sobre el proceso quimiotáctico. 

En el proceso quimiotáctico se produce por un lado un movimiento hiperactivo (proceso que también 

se produce durante la capacitación), regulado por la activación de los canales CatSper, y por otro 

lado, se modifica la direccionalidad del espermatozoide hacia el quimioatrayente (Eisenbach & 

Giojalas, 2006). Por ello, para centrarnos solo en la direccionalidad de los espermatozoides, nos 

planteamos bloquear CatSper utilizando NNC 55-0396, un inhibidor del canal del Ca2+ de tipo-T. 

Observamos que se producía una disminución en el porcentaje de espermatozoides que migraba hacia 

el quimioatrayente, sin embargo, no sacamos ninguna conclusión ya que este hecho también se 

producía en el grupo donde no se añadió el quimioatrayente.  

La importancia del incremento del [Ca2+]i en los espermatozoides ha sido demostrada durante la 

quimiotaxis (Seifert et al., 2015). Se ha determinado que en presencia de los quimioatrayentes se 

produce la estimulación de los canales CatSper, los cuales son los responsables de la entrada de Ca2+ 

al flagelo espermático (Lishko et al., 2011) hecho también demostrado en la especie porcina (Vicente-

Carrillo et al., 2017; Machado et al., 2019). La P4 (presente en todos los biofluidos estudiados) 

estimula la entrada de Ca2+ en el espermatozoide de manera rápida. Se ha demostrado que estimula 

la entrada de Ca2+ mediante la unión a un receptor no genómico. Seguidamente se activa una serin 

hidrolasa (ABHD2), que agota en la membrana el 2-araquidonilglicerol, dejando así de inhibir los 

canales Ca2+ (Lishko et al., 2011). No obstante, en los biofluidos además de P4, hay otros 

componentes no identificados con la capacidad de aumentar el [Ca2+]i mediante la activación de 

CatSper (Brown et al., 2017). Además, NNC 55-0396 es un inhibidor bastante inespecífico de 

CatSper (al menos para espermatozoides humanos). Rennhack et al. (2018), afirmaron que NNC 55-

0396 muestra acciones adversas como un aumento considerable y sostenido de [Ca2+]i y pHi además 
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de estimular la exocitosis acrosomal (Chávez et al., 2018). Por tanto, estos hechos también podrían 

ayudar a explicar los resultados obtenidos. 

A pesar que el porcentaje de espermatozoides que migraron hacia el quimioatrayente, disminuyó en 

presencia del inhibidor, la quimiotaxis no fue abolida por completo. Puede que otras sustancias con 

actividad quimiotáctica como la proteína de 8,6 kDa, similar a apoliproteína B2 (Serrano et al., 2001) 

o la AT III (Shuang-Lin et al., 1994) sean responsables de esta migración cuando los CatSper están 

inhibidos. No obstante, el mecanismo por el que estimulan la motilidad estas sustancias no está 

dilucidado. 

También se podría pensar en la posibilidad de que los espermatozoides de mamíferos tengan una 

respuesta quimiotáctica espacial, es decir la localización donde se unen los quimioatrayentes y una 

respuesta temporal, en la que la unión al receptor varia con el tiempo (Gakamsky et al., 2009). En 

este caso el inhibidor podría actuar en la respuesta espacial pero no en la temporal. Pero esta teoría, 

propuesta por Khan et al. (1992) aún con resultados prometedores tal y como describen Armon y 

Eisenbach (2011), debe ser demostrada. 

Análisis de las proteínas y metabolitos en los biofluidos mediante HPLC-MS. 

La P4 se ha identificado como el principal quimioatrayente en los biofluidos FO, FF y MC. Sin 

embargo, existen otros componentes en los fluidos que también podrían tener esta propiedad. Por ello 

decidimos determinar la concentración de E2, P4, AMPc y GMPc en los biofluidos utilizados como 

quimioatrayentes. 

Observamos que todos estos componentes aparecían en los biofluidos utilizados, aunque con 

concentraciones diferentes. En cuanto al FF, a excepción del AMPc, es el que presenta los valores 

más altos en relación a los otros biofluidos. Por ello, debería ser el que mayor poder de 

quimioatracción tuviese, sin embrago no hubo diferencias en el porcentaje de espermatozoides 

seleccionados entre los biofluidos estudiados. Tal vez, unos componentes puedan compensar el efecto 

de otros que se encuentran en menor cantidad o que la concentración necesaria sea muy baja. Por 
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ejemplo, el GMPc, es menos sensible que el AMPc pero presenta una respuesta más intensa 

(Gakamsky et al., 2009). 

Los biofluidos presentan una actividad compleja y, en su presencia, los espermatozoides están 

expuestos simultáneamente a múltiples ligandos, lo que puede conducir a múltiples efectos y/o 

interacciones por separado. Así por ejemplo, el pre-tratamiento con estrógenos, eleva el [Ca2+]i en 

los espermatozoides aparentemente por un mecanismo independiente de CatSper (Luconi et al., 1999; 

Lishko et al., 2011), y reduce el Ca2+ en respuesta a la estimulación posterior con P4. 17- -estradiol 

presente en FF, FO y MC podrían inhibir la acción estimuladora de P4 y se esperaría que sus acciones 

den como resultado una respuesta a los biofluidos menor que la de un equivalente de P4 (Mannowetz 

et al., 2017). Sin embargo, la concentración de P4 en los biofluidos puede ser lo suficientemente alta 

como para que estos efectos inhibitorios se superen (Mannowetz et al., 2017), por lo que los efectos 

estimuladores observados con los biofluidos indican que otros componentes de estos, cuando están 

presentes a una concentración suficiente, activen (o suprima la inactivación) a CatSper o a otros 

componentes de señalización de [Ca2+]i que contribuyan a la señal sostenida de [Ca2+]i (Brown et al., 

2017).  

Otra cuestión que nos podríamos plantear es el porqué de la presencia de los segundos mensajeros, 

AMPc y GMPc, en los biofluidos y el papel que tienen en el proceso quimiotáctico. Se ha determinado 

que la señalización purinérgica es un componente clave en la fisiología de varios tejidos. Mediante la 

autoproducción de nucleótidos y nucleósidos y su unión a receptores específicos, se modula una 

amplia gama de respuestas celulares, como el crecimiento celular, la diferenciación y la motilidad. 

Un ejemplo claro de la importancia de estos nucleótidos fue mostrado por Osycka-Salut et al. (2014). 

Estos autores demostraron que la presencia de HCO3
- en los medios de incubación espermática 

producía un aumento temprano de AMPc dependiente de ACs, no solo en el espacio intracelular, sino 

también en el extracelular, lo que sugiere un flujo de AMPc a partir de espermatozoides. 

Posteriormente detectaron la presencia de MRP4 (multidrug resistance protein 4), en la membrana 
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apical y es el principal transportador asociado con la salida de AMPc. Cuando se inhibió MRP4 con 

probenecid, un inhibidor de MRP de amplio espectro, los espermatozoides no bombearon AMPc y 

no pudieron capacitarse. Sin embargo, cuando el medio de incubación se complementó con AMPc, 

se restableció la capacitación. Otra posible función de estos nucleótidos podría ser la de indicar a los 

espermatozoides la dirección hacia donde deben ir para fecundar como en el caso del erizo de mar 

(Trötschel et al., 2020). 

i) Proteínas relacionadas con la quimiotaxis identificadas por HPLC-MS/MS en F F , F O y MC . 

A lo largo de esta tesis hemos mencionado varios componentes identificados en los biofluidos 

estudiados con capacidad quimiotáctica. Sin embargo, además de estos componentes, también hemos 

identificado proteínas relacionadas con la quimiotaxis. Mediante el diagrama de Venn hemos 

determinado las proteínas en común que tienen dichos biofluidos.  

En el FF se identifica GC, esta proteína forma parte de una gran familia de nucleótidos ciclasas. La 

GC además de sintetizar GMPc, controla varias funciones sensoriales en muchas especies (Pichlo et 

al., 2014). También hemos identificado PNA en el FF, que como es sabido, es una proteína secretada 

por la porción atrial de corazón y en muchos otros tejidos, incluso en el FF. Entre una de sus funciones 

se encuentra activar la GC (Sundsfjord et al., 1989; Brenner et al., 1990; Ruskoaho, 1992). En los 

estudios realizados por Anderson et al. (1995) en el FF humano, observaron que el PNA no tenía 

actividad quimioatrayente. Sin embargo, existe un receptor en la pieza intermedia de espermatozoide 

específico para la actividad quimioatrayente del PNA que está asociada a la GC. En nuestro estudio 

no hemos estudiado el efecto directo de GC y PNA, no obstante, ambas proteínas involucradas en la 

quimiotaxis han sido identificadas en el FF. Este resultado sugiere que ambas podrían actuar sobre el 

espermatozoide para su atracción.  

Otro compuesto que se identificó en el FF es la guanilina. Este es un péptido que pertenece a la gran 

familia de péptidos natriuréticos, que a su vez pertenece a tres subclases de péptidos (guanilina, 

uroguanilina, linfoguanilina) sintetizados principalmente en el intestino y en los riñones 
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Schlatter, 2006). A pesar que se demostró la expresión de este péptido en varios tejidos, entre ellos 

testículos , no hemos encontrado ningún trabajo en la literatura que haga 

mención de la presencia de guanilina en el FF. En todo caso, su función es aumentar la actividad de 

GC mediante su unión y activación de los receptores de GC (Garbers et al., 2006; Fonteles & 

Nascimento, 2011). 

AC también ha sido identificada en el FF. Esta proteína se encuentra en la membrana plasmática del 

espermatozoide y es la responsable de sintetizar el AMPc a partir de ATP (Cisneros-Mejorado et al., 

2014). En el flagelo de espermatozoides humanos se identificaron receptores olfativos OR17-4 (Spehr 

et al., 2003) y OR23 en espermátidas redondas de ratón (Fukuda et al., 2004) asi como bourgeonal y 

lyral que son quimioatrayentes espermáticos. Sin embargo, para que se lleve a cabo la actividad 

quimiotáctica en los espermatozoides depende de activación de dichos receptores, los cuales se 

activan mediante la activación de una AC situada en la membrana del flagelo (Spehr et al., 2004).  

Igualmente se ha observado que en el oviducto, un gradiente del precursor del péptido natriurético A 

(PPNA) interactúa con el receptor de GC del péptido natriurético (NPR1) en el espermatozoide a 

través de la vía proteína quinasa (PK) dependiente de GMPc, en la que participa GMPc, para inducir 

la quimiotaxis de espermatozoide y mejorar el nivel intracelular de Ca2+ (Bian et al., 2012). Este 

resultado está acorde con nuestros resultados donde observamos también que la proteína GC 

identificada en el FO está relacionada con la quimiotaxis. Además, también hemos identificado la 

proteína AC. Esta proteína está presente en el oviducto (Cometti et al., 2003) y en esta región, el nivel 

de HCO3- modula su actividad de manera que facilita el incremento de AMPc. De esta forma se 

estimula la respiración del espermatozoide, controla el batido del flagelo, la capacitación, y media la 

respuesta quimiotáctica (Cook et al., 1994; Walensky et al., 1995; Buck & Levin, 2011).  

Tornell et al. (1990) cuando estudiaron el efecto de PNA en maduración espontanea de ovocitos de 

rata, demostraron que las células del cumulus tenían receptores para el PNA y también la presencia 

de GC. Además, estudios realizados en la especie porcina también demostraron la presencia de PNA 
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en las células de la granulosa y su correlación con el PNA presente en el FF, de esta manera estos 

autores sugieren que las células de la granulosa sintetizan y secretan el PNA al FF (Kim et al., 1992). 

Asimismo, en nuestro estudio encontramos la presencia del PNA en el MC, que actuaría activando la 

GC para que desempeñe su función en la quimiotaxis. 

En los estudios realizados por Tanii et al. (2011) identificaron el polipéptido activador de la AC de 

la pituitaria en los espermatozoides, y también identificaron el receptor de polipéptido activador de 

la AC de la pituitaria exclusivamente en las células del cumulus. Estos autores sugieren que las células 

del cumulus, en respuesta a polipéptido activador de la AC de la pituitaria en los espermatozoides, 

secretan una o más factores que estimulan el movimiento de los espermatozoides hacia las células del 

cumulus, y consecuentemente, hacia el ovocito.  

En lo que respecta a las proteínas identificadas en cada uno de los biofluidos con capacidad 

quimiotáctica estudiadas, hemos querido averiguar si existía alguna relación entre ellas. Para ello, 

hemos usado el diagrama de Venn. Mediante este diagrama hemos observado que la GC es la única 

proteína en común entre los tres biofluidos, y curiosamente observamos un comportamiento parecido 

entre los biofluidos como sustenta la literatura citada, donde la PNA no muestra tener efecto directo 

en los biofluidos, sin embargo, actúa activando los receptores de la GC en los espermatozoides.  

Características morfológicas y funcionales de los espermatozoides que migraron hacia el 

quimioatrayente. 

Tras la cópula, de los millones de espermatozoides que son eyaculados, solo una subpoblación será 

la seleccionada para alcanzar el reservorio oviductal. Aquellos espermatozoides con la mayor 

capacidad de fecundación y las mejores características para apoyar el desarrollo del embrión serán 

los que tengan la oportunidad de fecundar al ovocito (Sakkas et al., 2015). Se ha propuesto que una 

de las razones de la relativa baja eficiencia de las TRA es que se carece de una metodología efectiva 

para separar esta subpoblación espermática de forma específica para su uso en las TRA (Pérez-

Cerezales et al., 2018). Por lo tanto, dado que se ha demostrado que solo los espermatozoides 
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capacitados responden a la quimiotaxis, se podría utilizar esta propiedad espermática para la selección 

de esa subpoblación (Oren-Benaroya et al., 2008). 

Integridad de la membrana acrosomal de espermatozoides porcino. 

En relación a la integridad del acrosoma, observamos que los espermatozoides seleccionados con el 

uso de FO como quimioatrayente presentaron el valor más alto de acrosomas íntegros, siendo el más 

bajo para el grupo . Estos resultados se explican en base a la composición de los quimioatrayentes, 

es decir, el FO periovulatorio contiene proteínas que estabilizan la membrana espermática y por tanto 

la integridad del acrosoma (Coy et al., 2010). Soriano-Úbeda et al. (2017) observaron que la 

incubación de espermatozoides en medio de capacitación con FO periovulatorio mantenía la 

integridad del acrosoma, más tarde Zapata-Carmona et al. (2019) mostraron que este efecto era 

reversible y dependía de la fase del ciclo en la que se había obtenido el FO, por lo que la fecundación 

ocurrirá cuando los espermatozoides entren en contacto con las células del cumulus. Por otro lado, 

tenemos el caso de los espermatozoides que estuvieron en contacto con todos los biofluidos juntos 

( ). Este fluido a pesar de llevar en su composición el FO que estabiliza la membrana plasmática de 

espermatozoide, también contiene la secreción de las células del cumulus, el FF y por ello la P4 y 

otras moléculas que inducen la reacción acrosómica en espermatozoides capacitados (Calogero et al., 

2000; Patrat et al., 2000). 

Evaluación de la motilidad de los espermatozoides. 

Cuando los espermatozoides de los mamíferos se capacitan, adquieren, entre otras funciones, la 

capacidad de respuesta quimiotáctica y la capacidad de exhibir eventos ocasionales de motilidad 

hiperactivada, un tipo de motilidad vigorosa con grandes amplitudes de desplazamiento de la cabeza. 

A pesar de que Armon y Eisenbach, (2011) proporcionaron evidencias que sugieren que la 

hiperactivación es parte de la respuesta quimiotáctica, los resultados encontrados en nuestro estudio 

en relación a los parámetros cinéticos evaluados mediante el CASA, no mostraron diferencias entre 

los grupos experimentales. Sin embargo, no podemos argumentar con otros autores si la motilidad se 
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ve afectada o no por la quimiotaxis ya que existe cierta controversia en la literatura consultada. Así, 

por ejemplo en la especie humana, por un lado, Fabbri et al. (1998), observaron un incremento en la 

motilidad y la hiperactivación, pero, por otro lado, Isobe et al. (2002) no observaron que dichos 

parámetros se vieran afectados. 

En nuestro estudio, la motilidad espermática fue analizada tras haber migrado los espermatozoides al 

quimioatrayente. Tal vez, las diferencias con otros autores se deban a esta situación. Armon y 

Eisenbach, (2011) analizaron la trayectoria de los espermatozoides nadando en un gradiente de 

quimioatrayente espacial y observaron que el nivel de eventos de hiperactivación era 

significativamente más bajo que en los controles. Ellos sugirieron que al detectar un aumento en la 

concentración de quimioatrayente, las células capacitadas reprimen sus eventos de hiperactivación y, 

por lo tanto, mantienen su curso de natación hacia el quimioatrayente. Sin embargo, en nuestro trabajo 

no se realizó en un gradiente creciente de concentración sino una vez que los espermatozoides ya 

habían migrado y se encontraban inmersos en el quimioatrayente. 

Respuesta espermática a condiciones de hipoosmolaridad: Test hipoosmótico. 

Está demostrado que la capacitación implica varios cambios en el espermatozoide (Molina et al., 

2018), por lo tanto, la integridad de la membrana espermática y su funcionalidad pueden verse 

afectadas. La capacidad de la cola del espermatozoide para hincharse en presencia de una solución 

hipoosmótica es un indicador de la integridad de la membrana del espermatozoide, ya que solo las 

células con membranas intactas (células vivas) se hincharán en soluciones hipotónicas, y por ello 

presentarán una actividad funcional normal (Chan et al., 1985). 

Los resultados del test hipoosmótico de los espermatozoides bajo los diferentes tratamientos 

mostraron que la respuesta a condiciones hipoosmóticas fue menor en ausencia de quimioatrayente. 

Por lo que aquellos espermatozoides con membranas funcionales fueron los que migraron hacia los 

quimioatrayentes. Estos datos resultan curiosos ya que se ha demostrado que la capacitación ejerce 

un efecto negativo sobre la integridad de la membrana (Harrison, 1996) y Martinez et al. (1996) 
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observaron que los procesos de lavados de espermatozoides durante la capacitación podían afectar la 

membrana espermática. En este mismo sentido Lechniak et al. (2002) mostraron que espermatozoides 

capacitados tenían menor respuesta al hinchamiento del flagelo. No obstante, no hemos encontrado 

estudios que realicen este test a espermatozoides que han migrado hacia un quimioatrayente, y 

podríamos pensar que estos espermatozoides han sido seleccionados y funcionalmente sean mejores. 

Localización de la fosforilación de la tirosina en espermatozoides porcino seleccionados mediante 

quimioatrayentes. 

Uno de los mecanismos más comúnmente utilizado por las células eucariotas para regular la actividad 

de proteínas es mediante la adición o eliminación de grupos fosfato en residuos de serina, treonina o 

de tirosina (Guo et al., 2019). Existen numerosos estudios desarrollados en espermatozoides de cerdo 

en los que se relaciona la fosforilación en tirosina de determinadas proteínas con la capacitación 

(Kaláb et al., 1998; Flesch et al., 1999; Dubé et al., 2003) y con la reacción acrosómica (Kaláb et al., 

1998). Uno de los mayores esfuerzos para establecer la relación entre las diferentes proteínas 

fosforiladas con una función específica, ha sido localizar las proteínas fosforiladas en tirosina en las 

regiones del espermatozoide. Dado que la región apical en el espermatozoide está involucrada en la 

interacción espermatozoide-ovocito, el cambio del patrón de fosforilación de las regiones podría tener 

una significancia fisiológica durante la fecundación (Naz & Rajesh, 2004). 

Cuando analizamos la fosforilación de la tirosina en espermatozoides observamos que todos los 

espermatozoides que habían estado en contacto con el TALP, tanto los que habían migrado hacia los 

quimioatrayentes como los que se incubaron con TALP, presentaron un incremento en el porcentaje 

de fosforilación de la tirosina en el patrón de capacitación III, es decir acrosoma y segmento 

ecuatorial. En cambio, en espermatozoides eyaculados sin recibir ningún tratamiento mostraron que 

el patrón más elevado era el I (no fosforilado). Resultados similares fueron obtenidos por Teves et al. 

(2009) con espermatozoides humanos principalmente para el patrón definido por la fosforilación del 

segmento ecuatorial y acrosoma (Patrón III en nuestro estudio). Aunque estos autores describieron 
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hasta 8 patrones, tampoco encontraron diferencias entre los capacitados que migraron hacia la P4 y 

los que estaban capacitados.  

Al analizar los patrones de fosforilación entre los grupos experimentales no apreciamos diferencias 

entre ellos. Este hecho podría ser atribuido a la composición del medio de capacitación con altos 

niveles de calcio, BSA y bicarbonato de manera que la respuesta en todos los casos seria la máxima. 

Soriano-Úbeda et al. (2017) y Zapata-Carmona et al. (2019), mostraron que el FO disminuía la 

fosforilación de tirosina, pero las concentraciones del fluido en sus experimentos eran superiores a 

las utilizadas en este trabajo y se ha demostrado que el efecto del FO es dosis dependiente. En cuanto 

al efecto del FF y MC sobre la fosforilación de tirosina, Soriano et al., (2017) y Zapata-Carmona et 

al., (2019) tampoco encontraron modificación alguna. Se sabe que el FF contiene adenosina y que 

actúa como modulador de la producción de AMPc y provoca el aumento en el patrón de fosforilación 

de tirosina por la activación de la vía AMPc (Fraser, 2008), pero tal y como se ha comentado 

anteriormente, las composición del medio de capacitación podrían enmascarar el efecto de estos 

fluidos sobre los patrones de fosforilación.  

E fecto de la selección espermática por quimiotaxis sobre la fecundación in vitro. 

Los resultados de la FIV mostraron que el mayor porcentaje de penetración fue cuando el FF se usó 

como quimioatrayente, aunque el número de espermatozoides por ovocito no se vio afectado. Una 

explicación plausible podría ser que el FF mejora la capacitación y la reacción del acrosoma (Hong 

et al., 1993) y, en consecuencia, el aumento de la penetración. Sin embargo, el número de 

espermatozoides por ovocito también debería verse incrementado (Funahashi, 2003). En este sentido, 

Funahashi y Day (1993) observaron que la incubación previa a la fecundación de los espermatozoides 

porcinos en concentraciones adecuadas de FF porcino reducía efectivamente la incidencia de 

polispermia. Además, sus resultados indicaron que el bloqueo de la polispermia se debe a una 

interacción entre FF y los espermatozoides y no es el resultado de los efectos sobre los ovocitos. Pero 

también podría ser que el FF fuese el atrayente que selecciona la subpoblación de espermatozoides 
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de más calidad y, por lo tanto, la penetración también fue la más alta. Estos hechos están respaldados 

por los resultados de Ralt et al. (1991), que informaron que los espermatozoides humanos se 

acumulan en el FF y está fuertemente correlacionado con la fecundación del ovocito. Sin embargo, 

en condiciones in vivo, el espermatozoide se encuentra con otros biofluidos y el tipo de selección y 

atracción hacia el ovocito incluye otras biomoléculas aparte de las que presenta el FF. 

Con respecto a la tasa de penetración más baja que se obtuvo cuando se seleccionaron los 

espermatozoides con FO, podría deberse a la presencia de factores que impiden una capacitación 

antes que el espermatozoide entre en contacto con el ovocito. En este sentido, para evitar la 

capacitación prematura durante el tránsito epididimario y en la eyaculación, los espermatozoides 

adquieren factores de decapacitación (FD). Uno de estos FD estimula la actividad de Ca2+-ATPasa 

para disminuir el [Ca2+]i, una tarea realizada principalmente por PMCA4 (Martin-DeLeon, 2016). 

Durante la capacitación, los FD se pierden y el [Ca2+]i se eleva (Matás et al., 2010). Por lo tanto, la 

adquisición de PMCA4 adicional en el oviducto a través de exosomas (Al-Dossary et al., 2013) sería 

ventajosa para garantizar un flujo de salida de Ca2+ adecuado para promover la viabilidad de los 

espermatozoides y prevenir una reacción prematura del acrosoma. Este hecho está respaldado por los 

resultados obtenidos por Soriano-Úbeda et al. (2017) que observaron que FO, disminuyeron la 

actividad de la PKA de espermatozoides y por otro lado, Zapata-Carmona et al. (2019), mostraron 

que el efecto de FO sobre PKA y la fosforilación de tirosina era reversible permitiendo la fecundación. 

Por lo tanto, es posible que algunos factores del FO disminuyan la capacitación de los 

espermatozoides y después otros factores producidos por el ovocito atraigan al espermatozoide y lo 

preparen para la fecundación (Armon et al., 2014). 

Por otro lado, la baja tasa de penetración obtenida con los espermatozoides seleccionados con  

(FF+FO+MC), podía deberse a la menor eficacia del FO en el control de reacción acrosómica 

prematura de los espermatozoides. Estos, al estar inmersos en un medio que, a pesar de contener FO 

en su composición, también contiene MC, FF por consiguiente P4 y otras moléculas que inducen la 
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reacción acrosómica en espermatozoides capacitados (Calogero et al., 2000; Patrat et al., 2000). Por 

lo tanto, es probable que la presencia de PMCA4 (Al-Dossary et al., 2013) presente en el FO que 

garantizaría el flujo adecuado de la salida de Ca2+, no fuera capaz de controlar el incremento de la 

reacción acrosómica prematura, y consecuentemente la disponibilidad de espermatozoides viables 

para fecundar.  

Evaluación de la fragmentación del ADN espermático. 

La fragmentación del ADN en los espermatozoides y los resultados de TRA se ha investigado 

ampliamente, junto con la fecundación, el desarrollo embrionario, la implantación, los defectos 

congénitos en la descendencia y la pérdida temprana del embarazo (Esbert et al., 2011; Salehi et al., 

2019). Por lo tanto, esta experiencia se basó en una selección de espermatozoides porcino de buena 

calidad a través de la evaluación de la morfología y de la fragmentación del ADN. Cuando analizamos 

la fragmentación del ADN en la especie porcina tras selección por quimiotaxis, no encontramos 

ninguna diferencia entre los tratamientos, tanto si fueron evaluados mediante el ensayo con naranja 

de acridina como con el test de dispersión de la cromatina (Halomax®). Estos resultados no coinciden 

con otros estudios realizados en humanos, donde se ha conseguido una mejora en la calidad seminal, 

incluyendo una disminución de la proporción de espermatozoides con fragmentación del ADN, tras 

seleccionar espermatozoides mediante un sistema de quimiotaxis basado en un gradiente de P4 

(Gatica et al., 2013; Li et al., 2018). Es cierto que existen diferencias especie-especificas en cuanto 

al tipo de protaminas que empaquetan el ADN. Cuando se encuentran las protaminas 1 y 2 la 

probabilidad de que el ADN se fragmente es mayor que cuando solamente encontramos las de tipo 1, 

como en el caso de los espermatozoides porcinos, ya que esta protamina aporta mayor estabilidad al 

ADN frente a condiciones adversas (Alkmin et al., 2013). Esta diferencia de resultados 

probablemente es debida a la especie, ya que el porcentaje de fragmentación del ADN que presentan 

los espermatozoides porcinos es muy bajo (menor al 5%) (Batista et al., 2016). 
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Efecto de la selección espermática por el fluido folicular sobre la calidad embrionaria. 

Hasta hace unos años la investigación sobre la calidad embrionaria se centraba principalmente en 

evaluar el impacto de los factores maternos sobre el embrión. Sin embargo, recientemente se ha 

determinado que los factores paternos también comparten la responsabilidad de contribuir a una mejor 

calidad embrionaria. No obstante, a pesar de ello, hay que tener en cuenta que el desarrollo de las 

TRA, particularmente el éxito de ICSI, ha aumentado la posibilidad de que un espermatozoide 

anormal sea seleccionado para la fecundación y participe en la formación de un embrión con un futuro 

incierto (Colaco & Sakkas, 2018). 

En la actualidad, técnicas de selección espermática, como la centrifugación en gradiente de densidad 

o swim-up, se utilizan de forma rutinaria con el objetivo de seleccionar los espermatozoides para la 

fecundación. Desafortunadamente, estas técnicas no tienen como objetivo la evaluación de 

características espermáticas, como la apoptosis, la integridad del ADN, la maduración o la ultra-

estructura de la membrana, todo lo cual contribuiría a mejorar significativamente la calidad del 

embrión.  

En nuestro trabajo hemos analizado la calidad de los embriones obtenidos con espermatozoides 

seleccionados mediante un gradiente de densidad y embriones obtenidos con espermatozoides que, 

tras haber sido seleccionados por el gradiente de densidad, migraron hacia el FF. Los resultados 

mostraron que no hubo diferencias en el porcentaje de embriones divididos a las 48h, pero sí 

posteriormente, concretamente en el % de blastocistos y blastocistos expandidos, así como en el 

número de células de ambos tipos de blastocistos. En ambos casos, la mejor calidad fue mayor para 

el grupo de espermatozoides que migraron hacia el FF. 

En 1994, Janny y Menezo, observaron que las tasas de división y de formación de blastocistos eran 

significativamente más bajas cuando se utilizaron espermatozoides congelados o morfológicamente 

anormales para fecundar ovocitos en FIV y aún descendían más después de la ICSI  (Shoukir et al., 

1998). Sin embargo, estos resultados no ayudan a explicar las diferencias encontradas en nuestros 
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grupos experimentales ya que en ambos casos los espermatozoides no presentaban formas anormales 

y la motilidad era buena. 

Se ha determinado que los espermatozoides que contienen anomalías en la estructura de la cromatina, 

ADN fragmentado, microdeleción del cromosoma Y, número anormal de cromosomas o una 

impronta genética alterada pueden estar asociados con alteraciones de la fecundación, embriogénesis 

o desarrollo embrionario (Colaco & Sakkas, 2018). Dominguez et al. (2018), obtuvieron embriones 

de mejor calidad cuando utilizaron espermatozoides seleccionados por quimiotaxis y argumentaron 

que era debido a un menor daño en el ADN. Sin embargo, en nuestro trabajo con las dos técnicas 

utilizadas para determinar daño acrosomal, no encontramos diferencias en el daño del ADN en 

ninguno de los grupos experimentales y en la mayoría de casos era muy bajo o nulo. No obstante, hay 

que tener en cuenta que existe una gran diferencia en la sensibilidad de las pruebas dando una alta 

heterogeneidad en los resultados, así como en los diferentes enfoques para evaluar un solo parámetro 

espermático. 

Resulta interesante observar que las diferencias entre los grupos aparecen a las 168h de cultivo 

embrionario en estadio de blastocisto. Este hecho nos induce a pensar que no solo la selección por el 

FF sea importante para obtener espermatozoides de mayor calidad, sino que este fluido pueda aportar 

al espermatozoide ciertas sustancias que mejoren el posterior desarrollo embrionario. En base a estos 

datos, podríamos hipotetizar que los resultados obtenidos, podrían estar regulados por las vesículas 

extracelulares (VE) presentes en el FF. Esta vesículas inducen la señalización a través de diferentes 

mecanismos, modulan el estado fisiológico de la célula receptora y parecen tener un papel clave en 

la regulación de la fisiología espermática (Franchi et al., 2020). Se ha observado que una breve co-

incubación, es suficiente para que tenga lugar la transferencia de componentes desde las VE a los 

espermatozoides participando en el proceso de capacitación espermática a la vez que aporta diferentes 

tipos de ARN. Todo ello podría justificar la mejora en la calidad de los embriones obtenidos con 

espermatozoides seleccionados por quimiotaxis hacia el FF. 
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Otra explicación plausible es que los espermatozoides que respondieron a la quimiotaxis hacia el FF 

posean el grado de metilación adecuado para la correcta activación del genoma embrionario. Parece 

ser que las anomalías epigenética o de metilación (Laurentino et al., 2016) son candidatos potenciales 

responsables de la infertilidad. En este sentido se ha indicado que los patrones de metilación del ADN 

del espermatozoide podrían predecir la calidad del embrión durante la FIV (Aston et al., 2015) y 

parece ser que tal efecto, se observa en etapas posteriores de las primeras divisiones embrionarias. En 

la etapa de cuatro a ocho células, el genoma cigótico se activa y se elimina la dependencia de los 

ARNm y las proteínas maternos (Braude et al., 1988). Además, ha sido demostrado el papel de los 

ARN derivados de los espermatozoides en la regulación epigenética de la expresión génica en el 

embrión temprano y también en la vida adulta de la descendencia (Chen et al., 2016). La ausencia de 

miARN aportada por los espermatozoides da como resultado un retraso en el desarrollo del cigoto 

(Liu et al., 2012). En cualquier caso, serían necesarios estudios epigenéticos en ambos grupos de 

espermatozoides que apoyasen la teoría anteriormente expuesta. 

La calidad del embrión se evalúa sobre la base de varios parámetros: morfológicos, de desarrollo, 

genéticos y metabólicos. Estos incluyen la medición de la velocidad de escisión, la cinética y la 

sincronía de la división. En este trabajo hemos observado que la velocidad de los blastocistos para 

expandirse es mayor cuando los espermatozoides eran seleccionados por quimiotaxis hacia el FF. 

Apoyando esta teoría se encuentran los trabajos de Fatehi et al. (2006) y Knez et al. (2013) en los que 

observan que los embriones bovinos en etapa de división más rápida tienen más probabilidades de 

convertirse en blastocistos y los embriones de división rápida se asocian con tasas de gestación más 

altas. 

En cualquier caso, aunque los resultados apuntan hacia una mejora en la obtención de embriones de 

mayor calidad utilizando espermatozoides seleccionados mediante quimiotaxis hacia el FF, es 

necesario realizar estudios complementarios que ayuden a explicar los motivos de este hecho. 
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Conclusiones  

1. La mayor respuesta quimiotáctica de los espermatozoides ocurrió con bajas concentraciones 

de los quimioatrayentes siendo 0,25% para FF y FO y 0,13% para el caso del MC. 

2. 

presentaron los fluidos utilizados de forma individual. 

3. Los espermatozoides seleccionados por los quimioatrayentes presentaron mejores 

características funcionales y bioquímicas cuando se sometieron a una condición 

hipoosmótica.  

4. Únicamente la selección espermática con el uso del FF como quimioatrayente incrementó el 

porcentaje de ovocitos penetrados durante la fecundación in vitro. 

5. La selección de espermatozoides mediante el quimioatrayente FF mejoró la calidad 

embrionaria y la velocidad de desarrollo del embrión. 

 

Como conclusión general de este trabajo, podemos decir que el ensayo de selección espermática, 

basado en la quimiotaxis de espermatozoides hacia el fluido folicular, proporciona una subpoblación 

de espermatozoides enriquecidos, con células capacitadas y en un estado fisiológico óptimo. Poor 

ello, la aplicación de este ensayo podría mejorar las técnicas de reproducción asistida actuales. 
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Conclusions 

1. Sperm showed the greater chemotactic response with low concentrations of the 

chemoattractant. Specifically, they were 0.25% for of FF and OF and, 0.13% for CM. 

2.  

3. Sperm selected by chemoattractants showed better functional and biochemical characteristics 

when subjected to hypoosmotic condition. 

4. Sperm selection with the use of FF as chemoattractant increased the percentage of oocytes 

penetrated during in vitro fertilization. 

5. Sperm selection with the use of FF as chemoattractant improved embryo quality and velocity 

of embryo development. 

 

In conclusion, the sperm selection assay, based on sperm chemotaxis towards follicular fluid, 

provides a subpopulation of enriched sperm, with capacitated cells and an optimal physiological state. 

Therefore, the application of this assay could improve current assisted reproduction techniques. 
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Abreviaturas 

[AMPc]i: Adenosín monofosfato cíclico 3'5' intracelular 

[Ca2+]i: Calcio intracelular 

[H+]i: Hidrogeno intracelular 

2AG: 2-araquidonoilglicerol 

AC: Adenilato ciclasa 

ACs: Adenilato ciclasa soluble 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

AH: Ácido hialurónico 

ALH: Amplitud desplazamiento lateral de la cabeza 

AMPc: Adenosín monofosfato cíclico 3'5' 

ARN: Ácido ribonucleico 

AT III: Antitrombina III 

ATP: Adenosín trifosfato 

bbCID: Broad Band Collision Induced Dissociation 

BCF: Frecuencia de batido de la cabeza 

BSA: Albúmina de suero bovino 

BTS: BetsvilleThawing Solution 

Ca2+: Calcio 

CASA: Computer Assisted Semen Analysis 
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CNG: Canales de nucleótido cíclico 

CNG: Canales dependientes de nucleótidos cíclicos 

COC: Complejo cumulus-ovocito 

dbAMPc: Dibutiril adenosin monofosfato cíclico 

DTT: Ditiotreitol 

E2: Estradiol 

eCG: Gonadotropina coriónica de yegua preñada 

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 

EHS-3: enzima hialuronano sintasa 3 

ESI: Ionización por electrospray 

ESPZ/OVO: Número de espermatozoides por ovocito penetrado 

FD: Factores de decapacitación 

FF: Fluido folicular 

FITC: Isoticianato de fluoresceína 

FIV: Fecundación in vitro 

FO: Fluido oviductal 

GAG: Glicosaminoglicano 

GC: Guanilato ciclasa 

GCs: Guanilato ciclasa soluble 

GMPc: Guanosín monofosfato cíclico 
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GVP: Gestión Veterinaria Porcina 

HCG: Gonadotropina coriónica humana 

HCO3
-: Bicarbonato 

IFI: Inmunofluorescencia indirecta 

LIN: Índice de linealidad  

MC: Medio condicionado 

MIV: Maduración in vitro 

MONO (%): Porcentaje de monospermia  

Mot. Prog: Motilidad progresiva  

Mot. Total: Motilidad total 

N: Número de ovocitos evaluados 

Na+: Sodio 

NCSU 37: North Carolina State University-37 

NPR1: Receptor de la GC del péptido natriurético 

ON: Óxido nítrico 

ONs: Óxido nítrico sintasa 

P4: Progesterona 

PBS: Phosphate Buffer Solution 

PDE: Fosfodiesterasa tipo 3 

PEN (%): Porcentaje de ovocitos penetrados 
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PG: Prostaglandina 

pHi: pH intracellular 

PK: Proteína quinasa 

PKA: Proteína quinasa A 

PKG: Proteína quinasa G 

pM: Picomolar 

PNA: Lectina Arachishypogaea 

PNA: Péptido natriurético atrial 

PNM: Número medio de pronúcleos 

PPNA: Precursor del péptido natriurético A 

PVA: Alcohol de polivinilo 

RA: Reacción acrosomal 

RE: Reservorio espermático 

REND: Porcentaje de ovocitos monospermicos con dos pronúcleos sobre el total de ovocitos 

inseminados 

SCDT: Test de dispersión de la cromatina espermática 

SSF: Solución salina fisiológica 

STR: Índice de rectitud 

TRA: Técnicas de Reproducción Asistida 

Tto: Tratamiento 
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VAP: Velocidad media 

VCL: Velocidad curvilínea  

VSL: Velocidad rectilínea 

WOB: Índice de oscilación  

ZP binding: Espermatozoides unidos a la zona pelúcida  

ZP: Zona pelucida 
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