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RESUMEN

En este trabajo se ha analizado el proceso de reaccion acrosoémica mediante la tincion con lectinas de
muestras de semen bovino congelado que han sido sometidos a diferentes tratamientos de preparacion. La
adicion de heparina y cafeina supone un aumento significativo del nimero de espermatozoides con los acrosomas
reaccionados. Al seleccionar los espermatozoides en un columna de Percoll se acelera el proceso de reaccion
acrosomica. Estos datos confirman que la preparacion de los espermatozoides para la fecundacion in vitro afecta
al patron de capacitacion y reaccion acrosOmica, de manera que pueden ser determinantes para el proceso de
fecundacion.
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SUMMARY

The acrosome reaction of bovine frozen-thawed semen samples, under different preparation processes, was
analysed by the lectin binding staining. The addition of heparin and caffeine to the medium significantly increased
the number of sperm with acrosome reaction. When sperm was selected by the use of a Percoll gradient column,
the process of acrosome reaction was accelerated. These data confirm that the sperm preparation for the in vitro
fertilisation has an effect on the capacitation and acrosome reaction pattern, and it could be determinant for the
fertilisation process.
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INTRODUCCION

Los espermatozoides, inmediatamente
después de la eyaculacion, son incapaces de
llevar a cabo el proceso de fecundacion. Esta
caracteristica es adquirida a lo largo del paso
por el tracto reproductivo femenino y tradi-
cionalmente se le ha denominado capacitacion
(CHANG, 1951).

Para realizar los estudios de fecundacion
in vitro (FIV) en la especie bovina se han de-
sarrollado una serie de protocolos para indu-
cir la capacitacion espermatica (VAN SOOM
y DE KRUIF, 1996). Un primer requisito en
el proceso de preparaciéon de los
espermatozoides para la FIV bovina incluye
la separacion de los mismos del plasma
seminal, del diluyente y/o del crioprotector.
Este proceso permite la seleccion de una
subpoblacion espermadtica que presente una
buena motilidad. Entre los métodos de selec-
cion de espermatozoides bovinos destacamos
el gradiente de Percoll (SAEKI et al., 1990),
la técnica de swim-up (PARRISH y FOOTE,
1987), la migracién a través de una columna
de acido hialurénico (SHAMSUDDIN y
RODRIGUEZ MARTINEZ, 1994) y la filtra-
cion a través de lana de vidrio (PEREIRA et
al., 1999).

Otro de los requisitos es la induccion de
la capacitacion de los espermatozoides que
puede realizarse mediante el uso de sustan-
cias fisiologicas como las células del cimulus
(MATTIOLI et al., 1998), el fluido folicular
(SUAREZ et al., 1986), el fluido oviductal
(GRIPPO ET AL., 1995), la progesterona
(CHENG et al., 1998), las proteinas de la zona
pelicida (WASSARMAN, 1990) y los
glicosaminoglicanos como la heparina
(PARRISH et al., 1988). También se han usa-
do con éxito sustancias no fisiolégicas como

el ionéforo de calcio A23187
(JANUSKAUSKAS et al., 2000).

El método de preparacion de los
espermatozoides determina los resultados de
la FIV, por lo que el estudio de los patrones
de capacitacion y reaccion acrosdémica pue-
den ser fundamentales para optimizar el pro-
ceso.

Para estudiar la reaccion acrosoémica se
ha utilizado con éxito diversas técnicas como
la clasica microscopia de contraste
interdiferencial (SAAKE y MARSHALL,
1968), diversas tinciones y microscopia de
campo claro (WAY et al., 1995), lectinas uni-
das a fluoresceina y anticuerpos monoclonales
(PARINAUD et AL., 1993).

El objetivo de este trabajo fue el anali-
sis del efecto de la presencia de la heparina y
la cafeina en el medio de capacitacion, asi
como el uso del gradiente de Percoll sobre los
patrones de reaccion acrosdmica analizada
mediante el uso de la lectina PNA unida a
fluoresceina.

MATERIAL Y METODO

Prueba 1. Evaluacion del efecto de la
heparina y la cafeina en el medio de capacita-
cion.

Muestras comerciales de semen bovino
de raza Limousine, congeladas en medio Tris-
yema de huevo en pajuelas de 0.25 ml, fueron
descongeladas mediante inmersion en un bafio
atemperado a 37°C durante 30 sec. Seguida-
mente fue diluido en 1 ml de medio TCM-
199 modificado (COY et al., 1999) y suple-
mentado con heparina (0.02 mg/ml) y cafeina
(3.88 mg/ml), las muestras sin este suplemen-
to fueron usadas como control. Las muestras
fueron centrifugadas a 500 g durante 10 min
y los pellets fueron resuspendidos en el mis-
mo medio sin heparina ni cafeina. La concen-
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tracion final fue ajustada a 1-2 x 107
espermatozoides/ml y mantenidos en condi-
ciones de cultivo a 38.5°C y 5% de CO, en
aire saturado de humedad. Esta experiencia
se realiz6 en 5 replicados.

Prueba 2. Evaluacién del uso del
gradiente de Percoll

Las muestras fueron procesadas con
heparina-cafeina y tras la centrifugacion a
500g durante 10 min. el pellet fue
resuspendido en 0.5 ml de TCM-199 y fue
procesado en una columna de Percoll 45-90
(PARRISH et al., 1995) y de nuevo
centrifugado a 500 g x 30 min. El pellet resul-
tante fue finalmente resuspendido en medio
fresco, se ajusto la concentracion y se mantu-
vo en cultivo. Esta experiencia se realizo en 5
replicados.

Evaluacion de la reaccion acrosomica

Cada 30 minutos, hasta un total de 150,
se evaluo el estado del acrosoma mediante una
tincion con la lectina (Peanut aglutinin) unida
a fluoresceina (PNA-FITC) y loduro de
Propidio (IP). A una alicuota de 100 pul de la
suspension espermadtica se le anadio 5 pl de
PNA-FITC (200 pg/ml) y 5 pul de IP (500 pg/
ml) y finalmente fijada con 10 pl de una solu-
cion salina formolada al 1%. Tras una
incubacion de 10 min a 38°C se observaron
dos muestras en un microscopio de
epifluorescencia, para contabilizar 200
espermatozoides por muestra que fueron cla-
sificados en tres categorias: a)
espermatozoides intactos, con ausencia de
tincion de ambos fluorocromos, b)
espermatozoides con acrosoma reaccionado,
cuando el area acrosomal estuvo tefiida con
PNA-FITC de color verde y «¢)
espermatozoides con perdida de integridad de

membrana cuando el espermatozoide se tifie
con IP de color rojo.

Analisis estadistico

Las variables fueron analizadas mediante
un ANOVA de dos vias, siendo los factores
fijos el tratamiento (Heparina en exp. I,
Percoll en exp. 2) y el tiempo de incubacion.
Se considerd estadisticamente significativo
cuando se alcanzé un nivel de probabilidad
de p<0.05. Los datos se muestran como me-
dia + sem.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la prueba 1
muestran un efecto de la heparina y la cafeina
sobre el patron de reaccion acrosomica, redu-
ciendo de forma significativa el nlimero de
espermatozoides intactos (p=0.017), para au-
mentar el nimero de espermatozoides con re-
accion acrosomica (p<0.001), mientras que el
numero de espermatozoides con lesion de la
membrana no se ve afectada (Tabla 1). La
heparina y la cafeina inducen la capacitacion
y reaccion acrosdmica como puede observar-
se en la variable nimero de espermatozoides
reaccionados del total de vivos (p<0.001) (Fi-
gura 1). En todas las variables estudiadas se
ve un efecto del tiempo de cultivo (p<0.001)
salvo una tendencia para el niimero de
espermatozoides con alteracion de las mem-
branas (p=0.60).

Cuando ademads de inducir la capacita-
cion con heparina y cafeina los
espermatozoides son procesados en un
gradiente de percoll, se observa una disminu-
cion del nimero de espermatozoides intactos
(p=0.011), para aumentar el nimero de
espermatozoides reaccionados (p=0.073)
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Tabla 1. Porcentaje de espermatozoides intactos (I), con reaccion acrosémica (RA), con
alteracion de la membrana (AM) y proporcioén de reaccionados del total de vivos (REAC/
VIVOS) después de ser sometidos a un tratamiento con heparina y cafeina.

Tiempo I RA AM REAC/NVIV
(min) 0S
0 42.33+2.76  0.67x0.42 57.00+2.96 1.40+0.89
30 39.50£0.50 1.83+x0.79 58.67+1.08 4.23+1.76
Control 60 40.00+£0.77 1.83x0.60 57.33x1.45 4.24+1.34
90 37.67£1.33 2.67+0.88 58.17+x1.80 6.25+2.10
120 38.00£1.29 2.3310.67 59.50+1.93 5.511+1.49
150 37.40£1.50 2.80+0.80 59.80+2.11  6.67+1.73
0 47.80+3.44 0.00 52.20+£3.44 0
30 43.60+2.61 0.60+0.24 55.80+2.45 1.4610.60
Heparina y 60 36.00£3.30 5.40+0.40 55.60+2.91 13.43+1.52
cafeina 90 35.80£3.66 6.20+1.01 56.00+2.37 15.50+3.47
120 27.60£3.29 8.40+1.43 64.00+4.30 23.14+2.95
150 23.20£3.51 11.40+2.54 65.40+5.99 32.01+2.11
Anova
Heparina 0.017 <0.001 0.963 <0.001
Tiempo <0.001 <0.001 0.060 <0.001
Heparina*Tiempo <0.001 <0.001 0.407 <0.001

Tabla 2. Porcentaje de espermatozoides intactos (I), con reaccion acrosémica (RA), con
alteracion de la membrana (AM) y proporcion de reaccionados del total de vivos (REAC/
VIVOS) después de ser sometidos a un tratamiento con Percoll.

Tiempo I RA AM REAC/VIV
(min) (O8]

0 38.40+1.37 1.10£0.41 60.50£1.38  2.75%1.00

30 30.40£1.19 5.2010.90 64.40+0.88 14.62+2.46

Control 60 22.90£0.91 9.10£0.50 68.50+0.95 28.53+1.52

90 23.60+1.07 10.30+0.87 66.10+0.84 30.41+2.48

120 18.90+1.96 12.20+0.61 68.901+2.04 40.56+3.22

150 16.50+1.57 13.60+1.44 70.10£1.26 45.351#4.30

0 37.40+0.79 3.10+0.53 59.50+0.60 7.66+1.28

30 24.62+2.03 10.37x1.45 64.87+0.89 30.15+4.86

Percoll 60 23.40+£0.99 7.60+0.72 68.90+0.95 24.56+2.20

90 22.12+2.33 9.37+0.75 68.50+2.01 30.76%3.27

120 15.12+1.02 14.12+0.97 68.25+1.13 48.28+2.98

150 15.20+£1.28 12.60%£1.12 72.20+1.08 45.52+3.72

Anova

Percoll 0.011 0.073 0.387 0.017
Tiempo <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Percoll*Tiempo 0.299 0.002 0.674 0.023
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como puede verse en el numero de reacciona-
dos/vivos (p=0.017) (Tabla 2). De manera que
el Percoll parece acelerar el proceso de capa-
citacion y reaccion acrosoémica. Asi, a los 30

minutos de cultivo ya se alcanza el 30% de
espermatozoides reaccionados/vivos, y las ta-
sas no se igualan con las del grupo control
hasta los 60 minutos de cultivo (Figura 2).

Figura 1. Evolucion del porcentaje de espermatozoides que sufren la reaccion acrosomica
frente al total de vivos a lo largo del tiempo de cultivo. Se estudia el efecto de la adicion de

heparina y cafeina al medio de cultivo.
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Figura 2. Evolucion del porcentaje de espermatozoides que sufren la reaccion acrosomica
frente al total de vivos a lo largo del tiempo de cultivo. Se estudia el efecto de la separacion de
los espermatozoides en una columna de Percoll.
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DISCUSION

La capacitacion es un proceso que in-
cluye una secuencia de cambios bioquimicos
que lleva a la desestabilizacion de las mem-
branas del espermatozoide para que finalmente
pueda desarrollar la reaccion acrosoémica. Este
proceso que in vivo se produce durante la
transporte espermatico en el tracto femenino
(AUSTIN, 1951; CHANG, 1951), debe ser
inducido in vitro para poder obtener
fecundaciones in vitro.

En el oviducto bovino hay grandes con-
centraciones de glicosaminoglicanos como la
heparina, llegando a alcanzar la concentracion
maxima en las cercanias de la ovulacion
(PARRISH et al., 1989). La heparina tienen
un efecto positivo en la capacitacion in vitro
y en la penetracion de los ovovitos bovinos in
vitro. Del mismo modo, la posibilidad de de-
sarrollar la reaccion acrosdmica in vitro tras
la correspondiente induccion parece estar bien
correlacionada con la fertilidad in vivo
(THUNDATHIL et al.,1999; JANUS-
KAUSKAS et al., 2000). El mecanismo de
accion no ha sido aclarado totalmente, pues
se ha postulado que podria eliminar factores
decapacitantes presentes en la membrana
plasmatica del espermatozoide, ademas de in-
tervenir directamente en el control del inter-
cambio de calcio (FIRST y PARRISH, 1987).
En cuanto a la cafeina, parece tener un efecto
sinérgico con la heparina, incrementando las
tasas de penetracion (NIWA y OHGODA,
1988).

El Percoll (Pharmacia, Uppsala, Sue-
cia) es un gradiente de densidad que consiste
en particulas coloidales de silice de 15-30 nm
de diametro recubiertas de PVP. La separa-
cion en gradiente de Percoll permite obtener
un alto nimero de espermatozoides moviles y
es un sistema de alta repetibilidad. Con este

técnica se obtiene una tasa menor de fecunda-
cion in vitro que cuando se utiliza el sistema
de swim-up. Sin embargo la tasa de
blastocistos que se alcanza con ambos siste-
mas es es similar (PARRISH et al., 1995).
Estas diferencias en las tasas de pene-
tracion podrian ser debidas al diferente patron
de capacitacion y reaccion acrosdémica que
presentan los espermatozoides sometidos a la
columna de Percoll. De este modo, la acelera-
cion del proceso daria lugar a que un gran
nimero de espermatozoides estuvieran capa-
citados rapidamente tras la preparacion pero
su vida media acortada, de modo que las tasas
de penetracion estarian reducidas, como apun-
tan FUNAHASHI y NAGAI (2001) al estu-
diar el proceso de fecundacion in vitro porcina.
Estos datos confirman que la prepara-
cion de los espermatozoides para la fecunda-
cion in vitro afecta al patron de capacitacion
y reaccion acrosomica, ya que la adicion de
heparina y cafeina produce un incremento sig-
nificativo de espermatozoides con acrosomas
reaccionados y el empleo de columnas de
Percoll acelera el proceso de reaccion
acrosomica. Estos procesos de preparacion de
los espermatozoides van a ser determinantes
para el proceso de fecundacion y suponen un
area de gran interés para el desarrollo de los
estudios de fecundacion in vitro en la especie
bovina.
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