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IntffiduCCáfl

1. INTRODUCCIÓN

Las implicacioneseconómicasderivadasde la producciónde ciertas especies

ganaderashan hecho que aquellasde mayor rendimiento,sobretodo la bovina y la

porcína,seanlas másestudiadasen el terrenode la fisiología reproductivay biologíadel

espermatozoide,estimulandosu seleccióny desarrollo.Por contra,especiescomo la

caprina, han sido relegadashasta los años 80 debido a su caráctermarginal, no

existiendodemasiadosestudiossobreel comportamientoespermáticoen estaespecie.

No obstante,los excedentesgeneradosde carney leche,no sólo en Españasino

también en la Unión Europeaen los 90, han obligado a los ganaderosa un cambio de

mentalidad, incorporando nuevas tecnologías para aumentar las productividades

individuales. Estanuevaadaptacióndel sector implica la utilización de programasde

seleccióngenéticae incorporaciónde técnicasde ReproducciónAsistida, principalmente

de la InseminaciónArtificial (lA) debido a su bajo coste y buenosresultados.La

inseminaciónse realizará con células espermáticasconservadasduranteunas cuantas

horas(semenrefrigerado)o durantetiemposmásprolongadosqueimplican la utilización

de sustanciascriogénicascon el fin de mantenerla viabilidad celular durante largos

periodosde tiempo(semencongelado).

Sin embargo,uno de los problemasesencialesque senos planteana la hora de

planificarun programade JA esla elecciónde los animalesreproductores,los cualesno

sólo han de presentarun buenestadofisiológico y morfológico de acuerdocon la raza,

sino quenosesprecisoconocere identificar todoslos procesosimplicadosen el sistema

reproductorcon el fin de eliminarlos animalesinfértiles o subfértiles.

Losespermatozoidesobtenidosinmediatamentetrasla eyaculaciónno poseenlas

condicionesnecesanaspara poder penetrar las cubiertas del ovocito e iniciar los

procesosde fisión gamética.El procesoquelo habilita parala fertilización del gameto
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Introducción

femenino,y que se conocebajo el término de “capacitación”, se realiza en el tracto

genital de la hembraduranteel tiempo que los espermatozoidesatraviesanla vagina,

cervix, cuernosuterinos y oviductos. Este proceso aún no está bien definido ni

estudiado, sobre todo en el caso del ganado caprino, siendo su conocimiento

determinanteparaconseguirunosbuenosresultadosdefertilidaddesdeel puntode vista

deproducciónanimal.

El procesode elaboraciónde las dosisseminalesesde vital importanciaparaque,

cuandoserealicela inseminaciónde lasmismasen el tractode la hembra,selogrenunas

tasas altas de fecundación. Hasta ahora, parametrosespermáticostales como la

concentración,movilidady morfologíaeranlos únicosqueseteníanen cuentaa la hora

de evaluarun eyaculado.No obstante,la capacidadfertilizadoraconlíevaotra seriede

características,comoesel estadode capacitación(lo cual implica, a suvez, la capacidad

del espermatozoideparasufrir la reacciónacrosómica),y todoello con el fin último de

conseguirunosóptimosresultadosde fertilización. Sin embargo,el conocimientosobre

el macho cabrío se ha limitado casi exclusivamenteal estudio de diluyentes de

refrigeracióny congelaciónpara su aplicaciónen programasde inseminaciónartificial,

no encontrandoapenasbibliografia del efecto que ejercen dichos medios sobre la

fisiologíaespermática.

Debidoal papel decisivoquejuegala capacitaciónespermáticaen los procesos

defertilización “in vivo” y al escasoconocimientoquesobredichosprocesosfisiológícos

que se tiene en el ganadocaprino, se planteó el estudiodel efectoejercido por los

diluyentesutilizados en la refrigeración y congelaciónde semencaprino de manera

rutinaria, así como la metodología empleadapara dicho fin sobre la viabilidad y

capacidadfecundantedel espermade machocabrío.
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1.1. OBJETIVOS

Bajo estahipótesisdetrabajosedefinieronlos siguientesobjetivos:

1. Determinarel perfil de capacitacióny reacciónacrosómicaen semencaprino

en dosisheterospérmicas.

2.- Determinarla influenciade los procesosde refrigeracióny congelaciónde

dosisseminalessobredichoperfil.

3.- Determmar el efecto inductor del cálcio ¡onóforo sobre la fisiología

espermáticacaprina y su posible utilización como método de diagnosisde la

influencia de los procesosde conservaciónespermáticasobre la capacidad

fertilizantede un eyaculado.

4.- Establecerla relación existente entre todos los parámetrosestudiados

anteriormente“in vitro” y el testde hamster.

4
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RevisiónBibliográfica

2.1. RECOGIDAY CONTRASTACIÓNSEMINAL

Los planes de mejora de una especie se apoyan en distintas técnicas de

reproduccióncon el fin de aumentarlas produccionesindividuales, entre las que se

encuentranla InseminaciónArtificial (LA), Fecundación“in vitro” (FIV) y Transferencia

de embriones(TE) principalmente. Sin embargo,el método más rápido de mejora

genéticadentro de una explotaciónes la utilización de la lA a partir de sementales

portadoresde los caracteresdeseados,siendoaproximadamentesu influenciade un 30-

40%sobrelaproducciónindividualde las hijas.

La fase inicial de un programade inseminaciónartificial es la selecciónde los

reproductoresen basea su valor individual (característicasmorfológicasy fisiológicas,

edad, ...), estadosanitario, aptituddentrode la explotación(lecherao cárnica)y datos

de producciónde sus descendientes(CuencaSánchez,1982; Quittet, 1986). La

observacióndel comportamientosexualdel machocabrio, libido y fertilidad, es otro

factor determinanteen la elección de los sementales,ya que un macho con buena

fertilidadperobajaactividadsexualpresentaráproblemastantoen el númerode hembras

cubiertaspormontanaturalo dirigida comoen la recogidade semenconvaginaartificial

(Maxwell y Evans,1990).

2.1.1. RECOGIDA DE SEMEN

La recogida del semen se puede realizar empleando diversasmetodologías,

siendo las más empleadasen pequeñosrumiantes: post-coital, electroeyaculacióny

vagina artificial (Grahamet al., 1978 a; Pérezy Pérez,1986; Maxwell y Evans,

1990).La utilización de uno u otro métodoestáen fUnción de las característicasdel

machoreproductor,utilizando el post-coitoy la electroeyaculaciónen individuos con

problemasfisicos queimposibilitanla monta,así como en animalesjóvenesy enmachos
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mal entrenadosque senieganasaltaren presenciadel personaltécnico.

La obtención de semenpost-mortemesun métodoutilizado en animalesque

muerenen pleno rendimientofUncional y en especiessalvajeso asilvestradasabatidasen

cacerías(ciervo,gamo,muflón, ...), obteniendoun númerolimitado dedosis(Gardeet

al., 1996; Vinader et al., 1996 b). La existenciade animalessalvajesen cautiverio

permiteobtenerdosisseminalesmedianteelectroeyaculacióno vaginaartificial, si bien,

debido al riesgo de aplicación de la electroeyaculación,setiendea la utilización de la

vagina artificial en especies cinegéticas, siendo un requisito imprescindible la

domesticaciónde los sementales(Krzywinski y .Jaczewski,1978; Cortéset al., 1996).

2.1.1.1.VAGINA ARTIFICIAL

La recogidade semenmediantevagina artificial es el método más usadoen

ganadoovino y caprino debido a su rapidez y limpieza, permitiendola obtenciónde

varioseyaculadosconsecutivos(Abrahamy Agranz,1987; Maxwell y Evans,1990;

Herrera et al., 1994). Sin embargo, su empleo requiere el entrenamientode los

sementales,existiendo machosque se habitúan sin dificultad a la vagina artificial,

mientras que otros no son capacesde vencer la inhibición de la conductasexual

provocadapor la presencia del hombre (Maxwell y Evans, 1990). En nuestra

experienciapersonal,el porcentajedemachosqueno logranserentrenadosesinferior al

5%.

Lavaginaartificial, diseñadaoriginalmenteporSpallanzaniparaperro, ha sufrido

diversas modificaciones en cuanto a su longitud y diámetro en fUnción de las

característicasanatómicasy fisiológicas de cadaespecie.La vagina artificial utilizada

parapequeñosrumiantes(Fig. 1) (Maxwell y Evans,1990)constade:

7



Revisión Bibliográfica

1) Cuerporígido (de metalo caucho),queincluye unaválvula de doble espitaa

travésde la cuál seañadeaguay aire;

2) Camisainterna, de pareddelgadaque formauna cámaraal doblarsehacia el

exterior;

3) Tubo cónícoo intermediario,que sirve de unión entreel cuerporígido y el

tubocolector;

4) Tubo colector, situadoal final del tubo cónico y generalmentede 10 ml de

capacidad,graduadoen 0,1 mi;

4) Manta, encargadademantenerla temperaturay protegerel semenfrentea la

luz.

Valvula
Camisa Cuerpo

Col edar

Gomas sujección tubo cónico

Fig.1.- Secciónesquemáticadela vaginaartificial diseñadaparaovino y caprino
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La vaginaartificial secargacon aguacalientea 500C y se insufla aire a

travésde su dobleválvula conel objetivo de imitar las condicionesfisiológicas de

temperaturay presiónde lavaginade la hembra.La temperaturaen el momentode

la recogidadebeestarentre40 y 450C. Lapresiónmásaceptadaporlos sementales

selogra insertandoel dedo índice de la manodentro de la cavidadde la vagina

artificial, debiéndosesentir una pequeñapresión(Maxwell y Evans, 1990).Tras

su montaje, la vagina artificial permaneceráen una estufa de 3 7”C hasta el

momentode su utilización. En programasde selecciónes imprescindibleasignar

unavaginaartificial acadamachocon el fin de no mezclareyaculados.

Para condicionarel reflejo eyaculatoriodel machocabrío se utiliza una

cabraovariohisterectomizadae inmovilizada medianteun potro de sujección. El

operario,situadoen el lado derechode la hembra,colocala vaginaartificial en

dicho flanco, sujetándolacon la manoderechade tal formaqueel extremoabierto

quedemirandohaciael machoy abajo, con unainclinaciónaproximadade 450• La

válvula dela vaginadebedirigirse haciaabajo,evitandoel contactocon el animal.

En el momentodel salto, sedirige con la mano izquierdael penehaciael interior

de la vagina,procurandohacerlosiempredel prepucioparaevitar la retraccióndel

mismo. Cuandoel peneentra en contactocon la superficie calientede la vagina

artificial, el sementalda el característico“golpe de riñón” y eyaculadentro del

extremo superior del tubo recolector(Quittet, 1986; Maxwell y Evans, 1990)

(Fig. 2).
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Greyling y Grobbelaar,1982). Nuestraexperienciademuestraque los machos

con baja frecuencia de recogida producen eyaculadoscon tendencia a la

aglutinacion.

2.1.2.CONTRASTACIÓN SEMINAL

El análisisdel sementieneporobjetovalorarla calidadde un eyaculado,y

la flrncionalidad del macho como reproductor.Actualmente, existen múltiples

técnicasde laboratoriopara la determinaciónde la calidad seminal, no siendo

aconsejablela utilización de un solo análisispara valorar la viabilidad del semen

(Hafez,1989;Maxwell y Evaus,1990; Boixo, 1994).

El métododefinitivo en la valoraciónde la capacidadfecundantedel semen

esel nacimientode un nuevoindividuo. Sin embargo,el tiempoy dinero requerido

paraello hacenque los ensayosde fertilidad en campomediantela cubrición de

hembrasno sean frecuentementeutilizados, tratando de desarrollar métodos

alternativos“in vitro” quesecorrelacionencon la fertilidad.

La necesidadde utilización de diferentestécnicasen la valoraciónde la

calidadde un eyaculadose debea la falta de existenciade una sola pruebaque

determinesu fecundidad,debido en gran parte, a que el espermatozoidees una

célula altamenteespecializaday con una fUnción biológicacompleja,influenciada

por multitud de factores externos “in vitro” (tratamientos seguidos en el

laboratoriopara su capacitación,conservación,...) o “in vivo” (cambiosen el

medioa lo largode su pasoporel tracto reproductorde la hembra).
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2.1.2.1.ANÁLISIS MACROSCÓPICO

2.1.2.1.1. Volumen

La determinacióndel volumen se realiza inmediatamentedespuésde su

recogída,valorandolo directamenteen el tubo colector (graduadoen 0,1 ml),

evitandoel error producidoal pasarel eyaculadode un recipientea otro parasu

valoración(Maxwefl y Evans,1990).La determinaciónprecisadel volumende un

eyaculadoes imprescindibleparadeterminarel número total de espermatozoides

contenidoen el mismo.

El volumen medio de un eyaculadoen ganado caprino es de 1 mI,

existiendovariacionessegúnel métodode recogida,especie,estadofisiológico del

macho, raza,edad,tamañocorporal,alimentacióny regimensexualal que se le

somete(Derivaux, 1982; Memon et al., 1986; Pérez, 1992; Cortés et aL,

1994b).

2.1.2.1.2.Aspectofisico

El color del semencaprinovaríadel blancocremosoal amarillento.Dicha

coloración, producida por la presenciade riboflavinas en el plasina seminal

(Mendoza et al., 1989), está sujeta a variaciones raciales e individuales.

Tonalidadesgrisesy/o pardas,y rosáceasson indicadoresde contaminacióny/o

infección del sistemareproductor;y de la presenciade hematíesen el semen

(debido principalmentea lesionesdel penedurantela recogida) respectivamente

(Abraham,1987).

La densidadque presentael semende pequeñosrumiantesesdebido a su

altaconcentración(Maxwefl y Evaus,1990).
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2.1.2.2.ANÁLISIS MICROSCÓPICO

2.1.2.2.1.Movilidadmasal

Estapruebavalora la formacióny progresiónde ondasproducidaspor el

desplazamientode los espermatozoides.La ondade movimiento sólo puedeser

observadaen especiesde alta concentraciónespermática,como es el caso de

pequeñosrumiantes(Carbonero,1954; Maxwell y Evans,1990).

La valoraciónde la movilidadmasalserealizamediantemicroscopiaóptica

a 1 Ox sobreunagotade semenpuro colocadasobreunportaobjetosatemperadoa

+3PC.La clasificaciónvariaen ñinción de la escalautilizada: deO a 5 (Maxwell y

Evans, 1990);0 a ++ (Pérezy Pérez,1986).

2.1.2.2.2.Movilidad individual

La movilidad individual esunade las pruebasque con mayor frecuenciase

utilizan para evaluar la calidad seminal y en algunas especiesparece estar

correlacionadacon la capacidadfertilizante del espermatozoide(Maxwell y

Evans,1990; Pomeroly Arrondo, 1994).

La movilidad espermáticase valora rutinariamentede manerasubjetiva

medianteun microscopioóptico (a 1 Ox ó 20x) sobreunagotade semendiluido en

unasoluciónisosmótica,determinandoel porcentajedeespermatozoidesmóvilesy

su calidadde movimiento (Maxwell y Evans, 1990). La utilización de métodos

fotográficos y sistemascomputerizadoshan relegado a un segundoplano la

valoraciónsubjetivapor partede los técnicos(O’Connoret al., 1981; Hunter,

1982; Burkman,1995). Los actualessistemasde análisisde imagenasistidospor
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ordenadoró sistemasC.A.S.A (Computer-Assisted-Sperm-Analysis)son capaces

de determinar,de maneraobjetiva, todauna serie de parámetrosde velocidady

angularidad(O’Connor et al., 1981; Jaskoet al., 1988; Tuli et al., 1992;

Theau-Cle¡nentet al., 1996), quecolaboranen el establecimientode un gradode

calidad de movimiento (Ginsburget al., 1988; Burkman,1995; Nula et al.,

1996).

El movimientodesarrolladopor los espermatozoideses característicode

especie y del estado fisiológico en que se encuentre-(movimiento tras -la

eyaculación,dilución, refrigeración,congelación,hiperactivación,...) (Ginsburg et

al., 1988; Pérez et al., 1994; Burkman, 1995; Vinader et al., 1996 a), estando

sujetotambién al efectoejercidoporel métodode recogida,factoresambientales,

manejodel sementrassu obtención(Maxwell y Evans,1990).

Existen variaciones estacionales relativas a la movilidad de los

espermatozoidesde machocabrío,estandorelacionadascon la fertilidad (Maxwell

y Evans, 1990;Pérez,1992).

2.1.2.2.3.Concentraciónespermática

La concentración espermática viene definida como el número de

espermatozoidesporunidadde volumen (expresadonormalmenteen millones por

mi) de eyaculado.Los diferentesmétodosutilizados para su cálculo varian en

fUnción de la rapidezy seguridad.

La determinaciónde la concentraciónespermáticamediantehematimetrosy

cámarascuentaglóbulosserealizatrasuna dilución 1/200 en una soluciónacuosa

de Eosinabásica.Si bienestatécnicaesmuy segura,el tiempo requeridoparacada.
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contajehaceque dichatécnicasólo seaplique cuando el númerode muestrasa

evaluarno seamuy grande(Sorensen,1982; Abraham,1987).

Otro método de recuento directo es la utilización de contadoresde

partículas(Vázquezet al, 1984 b; Maxwell y Evans,1990),degranprecisióny

seguridad;sin embargo,el alto costo de estossistemashan impedido su amplia

difUsión.

La técnicamásempleadaen la valoraciónde la concentraciónespermática

es la espectrofotómetría.La concentraciónseminalesobtenidamedianteunatabla

de conversión,asignandoa cadavalor de transmitanciaun valor de concentración

previamente calculado mediante recuento directo ó contador de partículas

(Sorensen,1982; Boixo, 1994). Las diferentestonalidadesde color presentesen

los eyaculadoscaprinos no interfieren en el resultadoobtenido medianteesta

técnicadebidoal título dela dilución empleada(Camposet al., 1994).

La concentraciónmediaestimadaen elganadocaprinoesde 2.500 a 3.000

x 106 espermatozoides/ml(Abraham,1987; Maxwell y Evans, 1990), siendo

susceptiblesa variacionesestacionales,raciales e individuales (Memon et aL,

1986; Corteel, 1981 ;Pérez,1992; Cortéset al., 1994b).Las diferenciasentre

eyaculadossonmenorescuandolos machosestánsometidosa un ritmo periódico

de recogidas.

2.1.2.2.4.Formas anormales

La morfologíaespermáticaesunadelas característicasmásestudiadasen el

análisis seminalcon el objetivo de eliminar aquellosindividuos no aptosparala

reproducción.La presenciade altosporcentajesde formasanormalespareceestar
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asociadacon una inmadurezsexual, a procesosdegenerativosy patológicos

(Smithy Sherman,1994)e inclusoconun excesivoritmo de recogida.

El porcentajede las morfoanomaliasencontradasenel semenpareceserun

buenindicadorde las lesioneso fisiopatologíasdel aparatoreproductormasculino

(Smithy Shennan,1994; Pomeroly Arrondo, 1994).

El estudio de la morfología espermáticaha utilizado tradicionalmente

técnicasde tinción, entrelas que destacamosla Eosina-nigrosina(Colas, 1980;

Maswell y Evans, 1990; Smith y Sherman,1994), cristal violeta (Carbonero,

1954; Derivauz,1982; Abraham,1987)y nitratosde plata(Cbinoyet al., 1992).

La introducción de los sistemasC.A.S.A. ha permitido realizaruna evaluación

morfométricaobjetivay cuantitativadel semende diversasespecies(Sanchoet al.,

1994; Gravance et aL, 1995; BalI y Mohammed, 1995; Caseyet al., 1997).Sin

embargo,la fijación en suerosalino formoladoo en glutaraldehídoal 2% en BL-l

(sin tinción previa)y posteriorobservaciónen microscopiode contrastede fases,

esel métodomás extendidopara la detecciónrutinariade formas anormalesen

animalesdomésticos(Memon y 0ff, 1981; Volglmayr et al., 1983; Smith y

Sherman,1994).

Un eyaculadode machocabríoseconsideranormalcuandoel porcentajede

formasanormalesesinferior al 15% (Abraham,1987; Maxwell y Evans, 1990).

Existenvariacionesenla morfologíaespermáticadebidoal estrés,factorindividual,

temperatura,estacióndel año, ... (Smithy Sherman, 1994).

2.1.2.2.5.Complejo acrosómico

El acrosomaesun estructuramembranosalocalizadaen la parteanteriorde
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la cabeza,recubriendola parte superior del núcleo (Fawcett, 1975; Curry y

Watson,1995).Dicha vesícula,procedentedel aparatode Oolgi, esconsiderado

comoun lisosomaespecializadorico en carbohidratos,hidrolasasácidasy tripsin-

proteasas(Fawcett, 1975; Carboneroy Vázquez,1984; Bruckery Lipford,

1995).

Lasalteracionesmorfológicasy fisiológicasdel acrosomaparecenasociarse

conunabajacapacidadfecundantedel esperma,ya queen condicionesfisiológicas

sólo los espermatozoidescapacesde experimentarla reacciónacrosómicaen las

proximidadesdel ovocito seráncapacesde atravesarla zona pelúciday penetrael

gametofemenino(Pomeroly Arrondo, 1994; Curryy Watson,1995).

La valoracióndel estadoacrosomalsepuederealizarmediantemicroscopia

óptica de campoclaro en muestraspreviamenteteñidascon Giemsa (Watson,

1975; Derivaux, 1982; IVa>’ et al., 1995);microscopiadecontrastede fasespor

inclusión de las muestrasen una solución de glutaraldehidoal 2% en BL-1

(Vázquez, 1980b; Carbonero y Vázquez, 1984) y microscopia electrónica

(Tasseron et al., 1977; Liu y Gordon, 1994). Otras técnicas aprovechan la

afinidad deciertaslectinas(Way et al., 1995; Lin y Gordon,1996)o anticuerpos

(Fénichelet al., 1989;Cortéset al., 1994a; Moutaffiany Parinaud,1995)para

fijarseal acrosomay determinarsu estado.

La triple tinción, descrita originalmentepara semenhumano (Talbot y

Chacon, 1981), adaptada a distintas especiesanimales (Kusunoki, 1984;

Vázquez et al., 1991; Garde et al., 1992 a), es ampliamente utilizada por su

capacidadde distinguir la reacciónacrosómicafisiológica de la degeneración

secundariaa la muertecelular, observándoseen microscopiaópticade campoclaro

a lOOOx.
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2.1.2.2.6.Testdepermeabilidaddemembrana

La pruebade permeabilidadde membrana(endósmosisó Hipo-osmotic-

swellingtest(HOS test))estábasadaen las propiedadesfisicasy bioquímicasde la

membranaplasmática. La inclusión de células espermáticasen una solución

hipoosmóticaprovocael pasodel aguaa travésde la membranadesdeel medio

extracelular hacia el interior del espermatozoidehasta alcanzar su equilibrio

osmótico(Eckert et al., 1989),observándosecambiosmorfológicosa nivel de la

cola. Si la membranaseencuentradallada,o seha vuelto altamentepermeable,no

seobservandichoscambios.

Cuando los espermatozoidesson sometidos a un medio de elevada

hipotonocidady alcanzansu volumen crítico, la membranaplasmáticaserompey

el flagelo seenderezabruscamente,pudiendovariar su morfologíaposteriormente

desde recta a ligeramentecurvada o totalmente sinuosa (Vázquez, 1980 a;

Jeyendranet al., 1984; Gafo,1992; Cortéset al., 1993).

La observaciónde las variacionesde volumenen la célula espermáticase

realizaa travésde microscopiade contrastede fases,previafijación de la muestra.

La presiónosmóticadel medio utilizadoy el tiempo requeridosoncaracterísticos

de cadaespecie(Vázquez,1980; Jeyendranet al., 1984; Gafo, 1992; Cortéset

al., 1993; Donoghueet al., 1996).

El testde permeabilidadde membranaes indicativo de la resistenciade la

membranaplasmática,estandocorrelacionadapositivamentecon la fertilizaciónde

ovocitos“in vitro” en semenfresco(Hauseret al., 1992),test de hámster(Fuseet

al., 1991; Garde,1992 b), unión a anticuerpos0B24 (Cortéset al., 1994) y

tincionesvitales(G Artiga et al., 1994). Seobservancambiosen el porcentajede

espermatozoidesconendósmosispositiva trásexponera las célulasespermáticasa
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procesosde refrigeración,congelación,capacitación,... (Vázquez et al., 1989;

Garde,1992b; Donoghueet al., 1996; Correaet al., 1996b).

2.1.2.2.7.Tincionesvitales

La viabilidad espermáticadependede la integridad de la membrana

plasmáticay dela actividadbiosintéticadel espermatozoide.

Actualmenteexiste toda una serie de técnicas destinadasa identificar

espermatozoidesvivos y muertos.Se handescritonumerosastincionesbasadasen

la permeabilidad selectiva de la membranaplasmáticacomo por ejemplo la

eosina/nigrosina(Colas,1980)y Tripán azul (Suttiyotin y Thawaiter, 1991),de

tal maneraque si el espermatozoideestavivo la membranacelular actúacomo

barreraimpidiendo el pasodel colorantea travésde ella, permaneciendola célula

sin teñirse.

La introducciónde la microscopiade fluorescenciaen la determinacióndel

estadovital del espermatozoideha hechoaumentarla sensibilidady resoluciónde

las preparacionesdestinadasa estefin, comoesel casodela utilizacióndel naranja

de acridina(Tejada,1984; Hoshi et al., 1996)en la identificacióndel estadodel

ADN.

Tambiénsehan utilizado diversaspruebasde valoracióndel metabolismo

espermático,como sonla reduccióndel azul de metileno, demandade oxigeno ó

indice de fructolisis (Cooper et aL, 1995). Sin embargo estas mediciones

representanla media de la muestra,y no tienen en cuenta las diferencias

individualesentrelos espermatozoides(Boixo, 1994).
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2.2.2.3. ANÁLISIS BIOQIJ MICO

El plasmaseminalesel resultadode secrecionesprocedentesdel testículo,

epidídimo y de glandulas sexualesaccesorias(vesículasseminales, próstatay

glándulas bulbouretralesde Cowper). En los machos ovinos y caprinos las

glándulasde mayortamañosealas vesiculares,localizadaspróximasa la unión de

los conductosdeferentesy lauretra(Maxwell y Evans,1990).

En el plasma seminal se encuentrancomponentesespecíficosde cada

glándula,que son utilizadoscomo marcadoresbioquímicosde la fUnción glandular

(Andersonet al., 1979; Borqueet al., 1989;Andolz y Bielsa, 1995; Santiagoet

al., 1995).Estosmarcadoresseagrupansegúnsuprocedenciaen:

* Vesiculares:Fructosay prostaglandinas.

* Prostáticos:Ácido cítrico, fosfatasaácida,zinc y y-glutamiltransferasa.

* Epididimarios:L-carnitinalibrey glicerofosfocolina.

La concentraciónde fructosay ácido cítrico en plasma seminal están

sometidasa variacionesestacionales,racialese individuales(Chandet al., 1985;

Mendoza et al., 1989; Roca et al., 1993), apreciandose diferencias en su

contenidosegúnla edaddel individuo (Rocaet al., 1991). Dichasconcentraciones

estánen relación directacon la actividad de la testosterona,constituyendopor

tanto, un indicadorde la fUnción endocrinadel testículo(Borqueet al., 1989). Se

han establecidocorrelacionesentre los valoresbajos de fructosacon pequeños

nivelesde movilidady volumen(Gonzalesy Villena, 1997).El ácidocítrico activa

la fosfatasaácida,manteniendoel equilibrio osmóticojunto conel sodio y potasio,

favoreciendola movilidadespermática.
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La proteínatotal presenteen plasmaseminal es indicadorde alteraciones

patológicasdel aparatoreproductormasculino,estandoestrechamenterelacionadas

con la congelabilidaddel semen(Borqueet al., 1989).

La determinaciónde enzimasespermáticasen el plasmaseminal, como la

aspartatoaminotransferasa(AAT), sirven de indicadoresde daño celular por

choquefrío (Borqueet aL, 1996).

2.2. CARACTERÍSTICAS SEMINALES DEL EYACULADO DE

MACHO CABRIO.

El semeneyaculadode machocabrío,al igual que sucedecon otros mamíferos,

está formado por espermatozoidesy plasma seminal, compuestopor secreciones

procedentes del testículo, epidídimo, deferentes, vesícula seminal, glándulas

bulbouretralesy próstata.Debido a la anatomíapropia de cadaespecie,la contribución

de las glándulasaccesoriasal plasmaseminal varia enormementede unasa otras,

encontrandodiferenciasconsiderables tanto en el volumen como en su composición

(Mann,1975;Maxwell y Evans,1990).

El plasma seminal vehicula los espermatozoides,transportándolosdesde el

sistemareproductordel macho durante la eyaculaciónhastael tracto genital de la

hembra.Es un fluido isoosmótico compuestoen un 75% por agua, llevando en

disolución fructosa, ácido cítrico, sorbitol, inositol, fosfolípidos, prostaglandinas,

enzimasy proteínas,ademásde ionesinorgánicoscomo sodio, potasioy cloro, siendola

concentraciónestosdosúltimos ionesen el plasmaseminalmayor en el machocabrío

que en morueco(Iritani y Nishikawa,1964).Presentaun pH neutro sostenidoporun

complejosistematampónque protegea los espermatozoidesde los cambiosde pH, que

afectan la supervivenciade las células espermáticas(Abraham, 1987; Maxwell y
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Evans,1990).

El plasmaseminalcaprinoesrico en fosfhtasaáciday alcalina,secretadaspor la

próstata,y en fosfolipasaA, producidaen la glándulabulbouretralo de Cowper(Roy,

1957). La fosfolipasaA es la enzimaresponsablede la coagulaciónde la yema de

huevo,utilizadaen los mediosde refrigeracióny congelaciónde semen(Corteel,1981),

debidosuacciónsobrelas lecitinasde la yemade huevo,escindiendodichamoléculaen

lisolecitinas y ac. grasoslibres. Los productosresultantesde su actuaciónproducen

ademásun efecto “espermicida”, dando lugar a la inmovilización y muerte de los

espermatozoides(Corteel, 1992; Pellicer, 1996). La fosfolipasa A se activa en

presenciade ionescalcio, disminuyendosu accióncuandoen el medio aparecencitratos

u oxalatos(Ro>’, 1957).

La concentraciónde fosfolipasaA varia individualmente entre los diferentes

machos cabríos, siendo más alta cuando el semen es obtenido mediante

electroeyaculación(Maxwell y Evans, 1990). Es suficiente la presenciade un 2,5 %

(y/y) deplasmaseminalde machocabríoen un medio conyemade huevoparaproducir

su coagulación(Salamony Ritar, 1982).

El efectotóxico de la fosfolipasaA seve reducidoal eliminarel plasmaseminaló

al utilizar semen procedente de machos cabríos cowperectomizados(Iritani y

Nishikawa, 1962). El lavado mediantecentrifUgacióndel semencon el objetivo de

eliminarel plasmaseminalpermitereducir la concentraciónde fosfolipasa,reduciendoel

efecto tóxico sobrelos espermatozoides(Corteel, 1980; Pitar y Salomon, 1982;

Nuneset al., 1982; Corteel, 1992; Pellicer, 1996). Sin embargo,la eliminacióndel

plasma seminal implica el descensode los niveles de fructosa, ác. citrico y zinc

(estabilizadores del metabolismo espermático) así como de los factores de

decapacitación,y por tanto induce una capacitaciónprematura. La utilización de

concentracionesde yema de huevo menoresal 2 % no producenel fenómeno de

22



RevisiónBibliográfica

coagulación(Maxwell y Evans,1990).

Chauhany Anand(1990) determinaronla concentraciónde fosfatidil-colinay

fosfatidil-etanilamina antes y despuésde la congelaciónde semen caprino en un

diluyente con yema de huevo, no observandosu hidrólisis en lisofosfolípidos y ác.

grasos.En base a sus resultados,aconsejanla congelaciónde dosis seminalesen

diluyentecitrato-glucosa-yemade huevosin necesidadde eliminarel plasmaseminal.

Tuli y Hola (1994) observaronuna mayor liberación de la enzima GOT

(Glutámico oxalacéticotransaminasa)y menormovilidad e integridadespermáticaen

semendescongeladocon centrifUgaciónpreviaa su congelación.Resultadossimilares

obtienen Roca et al. (1994), observandouna evolución similar en los parámetros

seminales(calidadde movimiento, vitalidad y acrosomasnormales)utilizando un Tris-

yema con un 18% y 2,5% de yema de huevo para semen lavado y sin lavar

respectivamente,obteniendoun 76%de fertilidad con semenrefrigeradosin lavaren la

raza Murciano-Grandina. Soria (1995) observó un descensoen la capacidadde

supervivenciade los espermatozoidesde macho cabrío tras el lavado de la muestra

seminal,obteniendolos mejoresresultadosen un diluyenteTesT-Caseínacon un 9% de

yemade huevo.

La influenciade la raza,edad,temperaturay fotoperiodosobrela calidadseminal

del machocabríoy porconsiguientesobrela congelabilidadde los eyaculados,hansido

estudiadospor diversosautores,siendo el fotoperiodo el factor de mayor mfluencia

(Corcel et al., 1980; Pérez,1992; Herrera y Tapia, 1995; Pérez y Mateos, 1996).

En zonastempladassituadasen latitudescomprendidasentre4m-500, la estaciónsexual

seve limitada a los mesesde otoño-invierno,reflejándosesobrela libido, producción

seminaly calidadde los eyaculados(Corteel,1981; Rocaet al., 1989; Pérez,1992;

Pérez y Mateos,1996).En nuestrolaboratorio,y segúnse indicaen la Tabla 1, hemos

encontradovaloresdiferentessegúnla razay estacion.
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Tabla 1.- Característicasseminalesde eyaculadosde machocabríode diferentesrazas

segúnla estaciónanual. (*Datos recogidos por el Laboratorio de Criobiologia del Aiea de

ReproducciónAnimal (CLT/INIA, Madrid) durante1994, 95y 96).

Otoflo ¡esiTivien¡o—~
RazaSatinen(AhmadyNoakes,1996)

~IVMt~ii&(ñiI)~ 0.87 0.60 040 0.42
- Concentración

1 4370

——

4240 5510 5930

1 Esp~M~In 79.7

A

76.3 72.7 65.5

RazaMalagueña*
0.75 1.21 1.30 0.85

Concentración 5543 4618 4699 5447

Espz. Móviles 74.6 78.6 84.2 78

RazaMurciano-Granadina*
Volumen (mi) 0.60 0.76 0.90 0.70
Cone~ñtracm6n — 4735 3824 3580 5632

79.9 78.8 63.4

RazaJamu’~pari (Sa/iniy Tiwar¡, 1992)
Volumen(mi) 0.84 1.02 073 0.72

- Concentración 2210

(xlO’>ImI

1805 1986 3309

EspL Móviles -
lo

RazaVerata (Pérez,J9y3J~
Voiumen(mWj 048 1.02 101
Concentración 1 6863 3938 3780

-—=-<xtO’>Iml

0.69
3809

~EsjitMóviles 670 78.2 76.0 73.8

El fotoperiodono sólo afectaa la producciónseminal, sino que también tiene

repercusiónsobrela composicióndel plasmaseminaldebidoa la regulaciónqueejercen

los andrógenosen circulación sobrela actividadde las glándulassexualesaccesorias

(Tresguerres, 1989), observándose un efecto menos negativo sobre los

espermatozoidesen épocade reproducciónqueIberade ella (Nuneset al., 1982).
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Las razasquepresentanunamarcadaestacionalidadsexualposeenunasecreción

detestosteronacondicionadaporla estacióndel año,produciéndoseun incrementoen la

frecuencia de pulsos de LH, lo que provoctwr~ incremento.en la. secreciúwde.

testosterona por el testiculo, así como un aumento del tamaño testicular (Lincol., 1988;

Tresguerres,1989).La secreciónde testosteronaesmayoren la épocade fotoperiodo

decreciente(verano y otoño) que durante el fotoperíodo creciente (invierno y

primavera).

2.3. CONSERVACIÓNDEL SEMEN CAPRINO

La I.A. en ganadocaprino es una técnica poco utilizada en nuestro pals,

limitándose prácticamentesu uso a la utilización de semenfresco y refrigerado, y

experimentalmentecon semencongelado(Herrera et al., 1994). Sin embargo,los

logros conseguidosen ganadoovino (Anel, 1994)y los avancesconseguidosen el

caprino(Amoahy Gelaye,1997)hananimadoa los ganaderos,especialmentea los del

sectorlechero,a ampliarsusperspectivasde fUturo, necesitandola utilización dela lA.

como técnica imprescindible para mejorar la producción individual.

Unade las grandesventajasquepresentala I.A. esla utilizaciónde sementalesde

gran valor genéticopara inseminarun númeromayor de hembrasque las que podrían

cubrir por monta natural (Maxwell y Evans,1990), debido a que tras la dilución del

semenseconsigueun aumentodel volumendel eyaculado,obteniendoun mayornúmero

dosisseminales.

La conservacióndel semenmedianterefrigeración(+1 50C ó +50C)o congelación

tiene como objetivo fUndamental la prolongación de la viabilidad de los gametos

masculinos,durantehoras/díaso indefinidamente,ya que a temperaturaambientelos

espermatozoidesdegenerancon ciertarapidezdebido,principalmente,al agotamientode
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las reservasenergéticas.

La selección del semenprevia refrigeracióno congelaciónde los mismos,

proporciona dosis seminales con calidad inicial suficiente para ser utilizadas

independientementede la estacióndel año en que hayan sido obtenidas(Roca et al.,

1992; Aguado et al., 1994). El semeneyaculadodebecumplir una serie de valores

mínimos (volumen, concentracióny movilidad) que indiquen la convenienciade

aceptarlosparasuposteriorconservación.

2.3.1.DILUCIÓN

La dilución de los eyaculadostienecomo objetoaumentarel volumeny mantener

una concentraciónespermáticaadecuadaparadar servicioal mayornúmeroposiblede

hembras.El titulo de dilución dependetanto del volumen de inseminación(varía en

función del tipo de inseminación: vaginal, cervical, intrauterina) como de la

concentraciónde espermatozoidesmóviles con la que queremosinseminar, ya que

independientementedel lugarde la inseminación,el númerodeespermatozoidesmóviles

estacorrelacionadoconla fertilidad (Maxwell y Evans,1990;Pitaret al., 1990).

La dilución aconsejadaen semencaprinovaría enormementeentre autores.

A]gunos investigadoresobtienenmejoresresultadoscon títulos de dilución 1:10 mejor

que 1:1 (Memony Ott, 1981; Bitar et al., 1990; Sahniy Tiwari, 1992; Bitar y Bali,

1993),existiendootrostrabajosque apuntana las dilucionessuperioresa 1:1 como las

responsablesde un descensode la fertilidad (Salamnony Bitar, 1982; Park et al.,

1989).La bibliografiano pareceaconsejardilucionessuperioresa 1:5 de los eyaculados

destinadosa la elaboraciónde dosisseminalesincluidas en programascomercialesde

lA..

26



Revisión Bibliográfica

2.3.2. DILUYENTES

Existe unagranvariedadde diluyentesy métodosempleadosen la. conservación

del semendemachocabrio. Sin embargo,todos los mediosempleadospara este fin,

prolongan la viabilidad de la célula espermática por un período limitado de tiempo

(refrigeración) o indefinidamente(congelación),rentabilizandoen cualquier caso el

númerodedosisobtenidasporeyaculado.

Los diluyentes empleadosen la conservaciónde células espermáticasdeben

cumplirunaseriede condiciones(Fiseret al., 1981; Abdelhakeamet al., 1991; Pérez

Fuenteset al., 1993;Garde et al., 1995):

1. Ser isotónicocon el plasmaseminal(320 mOsm/kg)cuandoesutilizado en

refrigeración,e hiperosmótico(400mOsm/Kg)encongelación.

2. Poseerun pK próximo a 7 y capacidadtampóncon el fin de mantenerel pH

en la neutralidad,compensandola producciónde ácido láctico durantela

congelación.

3. Contenermoléculas que protejan a los espermatozoidesfrente al frío,

clasificadasen función de su capacidadde atravesarla membranaplasmática

en: sustanciascrioprotectoraspenetrantesy no penetrantes.

4. Contener en su constitución una fuente de energía, siendo la glucosa y

fructosa las más utilizadas.

5. Estarlibre de bacteriasy contaminación,paralo cuál seutilizan antibióticos

en sucomposición.
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6. Aumentarel volumensubstancialmentecon el fin de poderrealizarmúltiples

inseminaciones.

El pH óptimo de los diluyentesempleadosen la conservaciónespermáticase

mantiene en tomo a la neutralidad (Vázquez et al., 1986; Dunner, 1991), siendo

necesariala presenciade solucionestamponespara su mantenimiento.Los tampones

debentenerunpK entre6 y 8 (preferiblemente7), máximasolubilidad en agua,han de

atravesarselectivamentela membranaplasmática,reducirel efectode la concentración

de sales, tenerpropiedadesquelantes,serestablesy resistir la degradaciónenzimática

(Graham,1978). Si bien las solucionestamponesmáscomúnmenteempleadasson el

citrato, fosfato y bicarbonatosódico,estudiosmásrecientesmuestranlos compuestos

zwitteriónicosó anudo-orgánicoscomo el BES, TES, TRIS, HEPES, MES y PIPES

con mayor capacidadestabilizadora(Graham,1978 b; Vázquezet al., 1988; Duner,

1991; Molinaet al., 1996).

Los azúcarespresentesen los diluyentesejercen un efecto positivo sobre la

viabilidad espermáticadebido a su aporte energéticoal espermatozoide(Maxwell y

Evaus,1990)(son capacesde metabolizarglucosa,fructosa,manosay arabinosa,esta

última por vía oxidativa) y a su acción como crioprotectores(Molina et al., 1990;

Dunner,1990),contribuyendoa mantenerel equilibrio osmótico.

Otra particularidad de los medios para la conservaciónespermáticaes la

presenciade crioprotectores.Dichas moléculas, de característicasbien definidas en

cuantoa tamañoy permeabilidad,protegenlas estructurascelularesfrente a las bajas

temperaturas,siendo beneficiosasu adición en refrigeracionesa bajas temperaturas

+50C,y necesariaen la congelación.Los crioprotectorespuedenclasificarseatendiendo

al gradodeactividadde pasosobrela membranaplasmáticaen:
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Crioprotectoresno venetrantes:Son aquellosque al ser incorporadosen el

medio de dilución recubren la membrana plasmática del espermatozoides

protegiendosu estructura de la acción del frío. En ningún atraviesanla

membrana espermática debido a su alto peso molecular o especificidad.

Destacan por su utilización los azúcares (glucosa, lactosa y fructosa), las

proteínas de la leche descremada y yema de huevo (Corteel, 1981; Maxwell

y Evaus, 1990; Salamony Maxwell, 1995).

Crioprotectorespenetrantes:Sonaquelloscapacesdepenetraren la célulade

forma uniforme evitando el estresosmótico, produciendodeshidratación

celularpor la sustitucióndel aguaintracelular,amortiguandoel incrementode

la concentraciónde solutosdel medio extracelulare impidiendola formación

de cristales de hielo en el interior. Destacapor su utilización el glicerol,

dimetil-sulfóxido (DMSO), propilen-glicol, etilen-glicol, metanol y etanol

(Deka y Rio, 1985a; Singb et al., 1996 a; Singh et al., 1995; Salamon y

Maxwell, 1995).

La adición de antibióticos a los distintos diluyentes es opcional si bien, se

recomienda su utilización como forma de control de la población de gérmenes presentes

en el eyaculado.Los antibióticos másutilizados sonla penicilina G-sódicay el sulfato

dihidro-estrectomicina.

2.3.3. DILUYENTES DE REFRIGERACION

Los diluyentesde refrigeraciónson solucionesacuosastamponadasa las quese

les añadeunafuentede energía(glucosa,fructosa,...) y un crioprotectorno penetrante,
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que es opcional dependiendode la temperaturay tiempo de refrigeración (leche

descremada,yema de huevo, ...). Algunos diluyentes de refrigeración incorporan

antioxidantes o agentes quelantes de manera experimental, observándose un aumento en

el porcentaje de fertilización “in vitro” en los diluyentes que incorporan en su

composiciónSOD (superoxidodismutasa)y catalasa(Hanmerstedt,1993).

Los diluyentes han de preservar la viabilidad espermática a una temperatura de

+15 0C ó +5 0C duranteun mínimo de 6 horas. Tiempos mayoresde refligeración

implican un beneficio para el inseminador, posibilitando un aumento del área de trabajo y

facilitando el manejo en general y facilitando el manejo en general.

2.3.3.1. LECHE DE VACA

Debido a las características seminales del macho cabrio anteriormente citadas, la

utilización de leche de vaca es un diluyente ampliamente utilizado. La leche de vaca

puedeemplearsetanto entera, descremada,UHT o en polvo parareconstruir,siendo

esta última la más universal. Excepto en el caso de la leche UHT, las demás formas de

leche han de ser calentadas hasta una temperatura de +920/+950C durante8-10minutos,

sin llegar a hervir (tindalización), con el objetivo de anular los factores tóxicos de su

fracción proteica (Maxwell y Evans, 1990).

El diluyente a base de leche descremada reconstituida más utilizado en la

refrigeración de semen caprino es el de Corteel (1981), con buenas propiedades

conservantes a una temperatura de + 15 0C, aunque se muestra ineficaz a +50C (Guérin,

1990), siendo de complicada elaboración y conservacion.
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2.3.3.2.YEMA DE HUEVO

La otra gran alternativa como crioprotectorexterno a la leche de vacala

constituye la yema de huevo de gallina. Los huevos han de ser frescos, no transcurriendo

más de 4 días desde la puesta hasta el momento de su utilización (Maxwell y Evans,

1990). En el caso de no disponer de huevos frescos se puede utilizar yema de huevo

desecadapara la realización de los diluyentes (Montero et al., 1995).

La concentraciónde yema de huevo utilizada en la conservaciónde semen

caprino es menor que en otras especies (ovino, porcino, ...) debido a las propiedades

antes indicadas de la fosfolipasa A, que en presencia de calcio es capaz de hidrolizar las

lecitinas de la yema de huevo en lisolecitinas y ác. grasos libres. La cantidad de yema de

huevo utilizada varia según los autores (Tabla 2), siendo las concentraciones mayores

utilizadastrasla eliminacióndel plasmaseminal.

Tabla 2.- Concentración de yema de huevo utilizada por distintos autores para la refrigeración

de semen caprino.

-

-

1.5-12 Ritary Salamon, 1982Tris Glucosa

Tris Cítrico Glucosa 1.5-2.2 Ritar et al., 1990

Tris Fructosa 10 Azawi et al., 1993

Tris Cítrico Fructosa 5 Stojanov et al., 1994

Tris 2.5-18 Rocaetal.,1994

La incorporaciónde la yema de huevo se realizasobre el volumen final del

diluyente base, homogeneizándose adecuadamente. Para la eliminación de las partículas

groseras se procede a la centrifugación del diluyente a 500 g durante 35 minutos.
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2.3.3.3.AGUA DE COCO

La utilización del aguade coco como diluyente sepresentacomo un método

alternativo en la conservación del semen caprino. Dentro de las alternativas de los

diluyentes pobres en fosfolípidos, se ha demostrado que el agua de coco favorece la

conservación del semen caprino (Nunes, 1993 a). La movilidad y el porcentajede

espermatozoides vivos en semen caprino refrigerado a +40C con agua de coco son

significativamente superiores a los obtenidos con leche. La supervivencia espermática,

esta alrededor de las 60 horas en agua de coco frente a las 12 horas en un medio de

leche (Nunes, 1993 a), observándose un aumento de la fertilidad en las cabras

inseminadas con agua de coco frente a las inseminadas con leche así como un mayor

número de nacimientos de hembras (Nunes, 1993 a).

La utilización de la leche de coco como diluyente de conservación en semen

caprino está menos extendido debido a su mayor contenido en fosfolípidos (Nones 1993

b), si bien se han encontrado resultados satisfactorios tras su utilización (Balakrishnan

y Neelakanta, 1982).

2.3.4. DILUYENTES DE CONGELACIÓN

La posibilidad de almacenardosisseminalesporun períodoindefinido de tiempo

parasu posteriorutilización,esunade las mayoresventajasquepresentala congelación

dentrode los programasde I.A.

Lascausasde mayor mortalidadespermáticadurantela congelaciónsedebenal

aumentode la concentraciónde sales,formaciónde cristalesde hielo en el interior del

espermatozoide,cambiosen el pH, desnaturalizaciónde proteinasy rotura mecánicade

elementosestructurales,duranteel procesodel cambio de estado.La protecciónde los

32



RevisiónBibliográfica

espermatozoides durante el descensode temperaturadurantela congelaciónseconsigue

mediantela incorporacióndecrioprotectoresal diluyentebase,tan y como semdicó en

el apartadode diluyentes (Deka y Bao, 1985 a; Singh et aL, 1995; Salamon y

Maxwell, 1995).

El glicerol es el crioprotectorpenetrantemás ampliamenteutilizado debido

principalmentea sucapacidad“tampón” con las sales,minimizandoel dañoelectrolítico

y la formaciónde cristalesde hielo (Belay Bao,1985a; Salamony Maxwell, 1995).

La adición del glicerol en función de la concentraciónespermáticamuestralos

mejoresresultadospost-descongelación(Salamony Bitar, 1982).Si bien, existenotros

crioprotectoresutilizadosen al congelaciónespermáticacomo el DM50 o etilen-glicol,

es el glicerol el que manifiesta unos resultadospost-descongelaciónsuperiores

resultados(Deka y Bao, 1985a; Singh et al., 1996; Singh et aL, 1995; Salamony

Maxwell, 1995).

La concentraciónde glicerol empleadaen la preparaciónde los diluyentesvaria

segúnlos autores,manteniéndoseentre el 3 y 11% (Tabla 3). Dicha variabilidad

dependeprincipalmentedel diluyentebaseempleadoy su sistemade dilución, así como

dela temperaturaa lacuálseañadedichodiluyenteglicerolado(Tuli y HoIz, 1994).

En general, los mejores resultadospost-descongelaciónde obtienen tras la

utilización de concentracionesintermediasde glicerol (4 y 6%) (Deka y Bao, 1986;

Sinhaet al., 1992; Tuli y Holtz, 1994). Las concentracionesde glicerol utilizadasen

semenovino tambiénoscilanen esterango, si bienen ovino sepuedellegar a anularsu

adición tras un aumento del porcentaje de la yema de huevo hasta el 3O”/o

(Abdelhakeamet al., 1991; G Artiga et al., 1993).
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Tabla 3.- Porcentajede glicerol utilizado por diversosautoresen los diluyentesdecongelación

de semencaprino.

Vi —
Cítrico Glucosa* Chauhanet al., 1994

Tris Glucosa* Pérezy Mateos,1994

BesKOH* Duner,1991

4 Tris Citrico Glucosa* Ritar y BalI, 1993

4 Lechedescremada Sinhaet al., 1992

6 Tris Cítrico Glucosa* Bitar et al., 1990

6 Tris Cítrico Glucosa* Ritar y Salamon,1982

7 Tris Glucosa* Watson,1975

8 Tris Cítrico Fructosa* Berger,1989

8 Tris Glucosa* Sing et al., 1995
(*) Diluyentescon yemade huevo.

La adición del glicerol se puede realizar en una o varias etapas (Corteel, 1975;

Bela y Bao, 1985 b; Salamon y Maxwell, 1982; Tau y HolIz, 1994; Salamon y

Maxwell, 1995), y a una temperatura de +370C,+220C o +50C. El efectotóxico del

glicerol es menor si se añade a +50C, sin embargo, la velocidad de penetración también

es menor, por lo que se habrá de aumentar el tiempo de equilibración (Corteel, 1975).

La adición del glicerol a temperatura ambiente permite una penetración más rápida del

agente, si bien ejerce una acción mas tóxica sobre los espermatozoides al estar mas

tiempo en contactocon los mismos (Salamon y Bitar, 1982; Salamon y Maxwell,

1995).

La mayoríade los mediosutilizados parala crioconservaciónespermáticason

hipertonicos con respecto al plasma seminal (Fiser et aL, 1981). El aumento de la PO.

de los mediosfacilita la salidadeaguaal medio extracelular con el fin de equilibrar las
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concentraciones a ambos lados de la membrana plasmática, produciendo un mayor grado

de deshidrataciónen el espermatozoidey por consiguientereduciendola formaciónde

hielo en su interior, obteniendounos resultadosmejores tras la descongelación(Fiser et

al., 1981).

Al igual queya ocurrieraen los diluyentesde refrigeración,algunosmediosde

congelación muestran en su composición antioxidantes como crioprotectores, si bien

estafaceta continua en investigación(Stajanov et aL, 1994).

2.3.5. REFRIGERACIÓN DE SEMEN CAPRINO

La refrigeraciónimplica un descensode temperaturadel eyaculadodesde los

+3crC (temperaturade dilución) hasta los +15 0C ó +5 0C (temperaturasde

conservación óptimas), siendo la temperatura de refrigeración utilizada inversamente

proporcional al tiempo de conservación (Vázquez et aL, 1986). El descensode la

temperatura ha de realizarse de forma suave y progresiva.

El períodode refrigeracióndel semencaprinoestaenfunción de la temperatura,

método y diluyente empleado, oscilando entre 2 y 126 horas según los diversos autores

(Corteel, 1981; Guérin, 1990; Sahniy Tiwari, 1992; Nunes,1993a). Sin embargo,el

descensode la viabilidad espermáticaobservadaa lo largo del tiempo solohaceposible

la inseminaciónconeyaculadosrefrigeradosdurante6-10horas.

2.3.6. CONGELACIÓNDE SEMENCAPRINO

La utilización de dosis seminales congeladas y su posterior aplicación en lA. es

un requisitoobligatorio dentro de programasde selecciónde una raza.La difusión de
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material genético mejorante sin limite geográfico (debido a su fácil transpone) ni de

tiempo,hacenqueestatécnicaseaimprescindible.

Los resultadosde fertilidad obtenidoscon semencongeladosoninferioresa los

encontradosen semenrefrigerado, existiendograndesvariacionesdependiendode la

composición del diluyente, calidad inicial del semen y su tratamiento, lugar de

deposicióndela dosis,momentode la inseminación,númerode inseminaciones,tipo de

sincronización,estacióndel añoy raza(Corteel,1975; Mooreet al., 1989; Chauhany

Anand,1990; Bitary BalI, 1993; Sinhaet al, 1995).

La utilización de dosisdescongelaciónde semencaprinoen programasde lA.

viene desarrollándosedesdehacemuchosañosde maneraexperimentalcon mayoro

menoréxito (Tabla 4), siendo las referenciasencontradasde su aplicación industrial

escasasfueradenuestrasfronterasy prácticamentenulasen nuestropais.

Tabla4.- Fertilidadesobtenidasconsemencaprinorefrigeradoy congelado.

—w
~ ~40 5 SemenDescongelado Corteel, 1975

55 SemenDescongelado Singh et al., 1995

56,8 SemenDescongelado Ritar y BalI, 1993

58,8 SemenDescongelado Sinha et al, 1995

68 SemenRefrigerado Nunes,1993 a

81 SemenDescongelado Chauhan y Anand, 1990

La congelaciónde las dosisseminalessepuederealizaren vaporesde nitrógeno

líquido (NL), sobre nieve carbónica o mediante biocongeladores (con rampas de

velocidad programadas). Las formas mas utilizadas en la congelación del semen son las
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pajuelas de 0,25 ml y 0,50 ml, criotubos de 1,0 mi, pildoras de 0,1 ml y ampollas de

cristal de 1,5 mI, existiendo discrepancias entre autores sobre el envase de mayor

efectividad (Maxwell et aL, 1980; Pontbriand et al., 1989; Bitar et al., 1990;

Vázquezet al., 1991; Sahni y Tiwari, 1992).

El descenso de temperatura desde +30<’C hasta +50C ha de realizarse lentamente,

ya que la bajada rápida de temperatura o “cold shock’ produce daños celulares

irreparables debido principalmente, a cambios en la viscosidad de los fluidos, en la

solubilidad de los gases,así como metabólicos y químicos (Darin-Bennet y White,

1977; Robertsony Watson, 1986; Robertson et aL, 1990). Este periodo de

enfriamientotieneuna duraciónaproximadade 1 a 2 horas(-0,10C/min o -0,50C/min)

dependiendo de la técnica que se utilice de congelación (Memon y Ott, 1981). Sin

embargo,una bajadademasiadolenta de temperaturaprolongaríauna alta actividad

metabólica,lo queconilevaaunamuertecelularprematura.

No se ha establecidode manerauniforme el tiempo óptimo de equiibración,

períodocomprendidodesdeque seañadeel glicerol hastaque el semenescongelado

(Grabam,1978), aunquedependeen gran medidade la composicióndel diluyentey

técnicasutilizadas(Deka y Bao, 1986; Sabni y Tiwari, 1992; Sinhaet al., 1992;

Pérezy Mateos,1994; Salamony Maswell, 1995).

Cuando las soluciones se enfrían gradualmentepor debajo del punto de

congelación,se produceun superenifiaminetode la célula y del medio exterior a

temperaturasde -ST (Watson, 1990). Entre -50C y -150C se produce el punto

crioscópicode fusión, aumentandola concentraciónde solutosen el medio. El interior

de la célula sigue superenifiadodebido al bloqueodel crecimientode los cristalesde

hielo por la membranaplasmática,produciéndoseun desequilibrioosmótico entrelos

mediosintracelulary extracelular(Mazur, 1980), produciéndoseun flujo neto de agua

haciael exteriorde la célulaen respuestaal desequilibrio.
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La temperaturacríticade congelaciónoscilaentrelos -100C y -1 50C, dadoque

entredichastemperaturasse produce la formación de cristalesde hielo y el efecto

solución(incrementode la concentraciónde solutos,cambiosen el pH, precipitaciónde

solutos, aumento de la deshidratación y descenso del volumen del fluido) (Mazur, 1990;

Watson y Duncan, 1988).

2.3.6.1. DESCONGELACIÓN DE DOSIS SEMINALES

La temperatura y tiempo de descongelación varía dependiendo del tipo de

envaseelegido (Salamony Maxwell, 1995), no existiendouniformidad de criterios

entre los diferentes autores para un mismo envase, si bien se ha demostrado que las

descongelaciones a altas temperaturas durante escasos segundos muestran mejores

resultados (Fiser et al., 1981; Pontbriand et al., 1989; Bitar et al., 1990; Tuli et al.,

1991;Salamon y Maxwell, 1995;Correa et al., 1996b).

La viabilidad delas dosisdescongeladasva a serun sumatoriodelos procesosde

dilución, refrigeración, glicerolización, congelación y descongelación, cuyo resultado

final es una pérdida de movilidad, vitalidad, morfoanomalias, acrosomas, permeabilidad

de membrana ..., y por consiguiente de la fertilidad (Bela y Bao, 1985 b; Chauhan et

la., 1994, Correa et al., 1996b).

2.4. CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA

En condicionesfisiológicas los espermatozoideseyaculadosde mamíferosno

reúnenlas condicionesadecuadasparafecundarel ovocito, debiendoexperimentaruna

serie de cambiosestructuralesy fisiológicos antesde adquirir dicha capacidad.Este

procesoocurre“in vivo” en el tractogenitalde la hembra,y seconoceconel nombrede
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“capacitación espermática” (Austin, 1952; Chang, 1951). Estas modificaciones

habilitan la célula espermática para sufrir la reacción acrosómica (RA) mediante cambios

anivel de membranaquefacilitan la penetraciónde las cubiertasdel ovocito. Al iiciarse

el procesode capacitación,el espermatozoideadquiereuna hipercinesiscaracterizada

porun batido de flagelo másvigorosoy unamayoramplitudde desplazamientolateral

dela cabeza(hiperactivación,HA).

HA RA
eyaculación 1 > fecundación

capacitación
Muertecelular

La capacitaciónserealizade manerasecuencialsobrela poblaciónespermática

(Mendoza, 1996; Dobrinski et al., 1997). La adquisicióndel estado“capacitado’ es

másrápido “in vivo” que “in vitro”, posiblementedebido a las múltiples interacciones

bioquímicasentrelos espermatozoidesy el tractoreproductorde la hembra(Morti¡ner,

1995).

El lugar de deposicióndel semendurantela cubrición, característicode cada

especie,condicionael momentodel inicio de la capacitaciónespermáticaasí como el

tiempo requerido para completarla(Tabla 5) (Cummins, 1995). En especiesde

deposición uterina (porcino y roedores de laboratorio), la capacitación y

almacenamientoespermáticoseproduceenel itsmooviductal (Dobrinski et al., 1997).

En especiesde deposiciónvaginal (ovino, caprino,conejo,...) la capacitacióncomienza

duranteel contactode los espermatozoidescon el moco cervical.En estosanimales,las

criptaspresentesen el tracto cervical suponenun reservoriode espermatozoidescon
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capacidadfertilizante(Hunteret al., 1980; Hunteret al., 1982;Mortimer, 1995).

Tabla 5.- Tiempo de capacitación “in vivo” e “in vitro” de los espermatozoides

recuperadosdela regióncaudaldel epidídimoo eyaculados(Cumm¡ns,1995).

Hombre

Ratón

Hámster

Rata

Verraco

Toro

Morueco

Conejo

Cobaya

4-6

1.5-3

8

2

6 -8

CI

1 tii~; ~~lJZ~tEP4dI(lLfl~ 1 ~ AS

1.5-2

3

4

>6

10 - 12

2

>4

>6

>5

6-8

El transportedeespermatozoidesdesdeel lugar de deposiciónhastael ovocito

se realiza combinandoel movimiento activo desarrollado por las propias células

espermáticasconmovimientosperistálticosdel tractoreproductorde la hembra.

2.4.1. MEMBRANA ESPERMÁTICA

Las membranasbiológicasde las células de mamífero

patrón común, conteniendo en su estructura proteínas,

fosfolípidos),colesteroly glúcidos.Constandeunabicapade
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estructuralbásica.El porcentajey la naturalezade las proteínasadheridasa estabicapa

dependedel tipo de membrana(Darnelíet aL, 1988). La proporciónde fosfolípidos,

proteínasy glúcidospresentesen la membranaplasmáticade las célulasespermáticases

característicade cadaespecie,(Darnelí et aL, 1988; Jimenez Cabras, 1995> y varía

dependiendodel estadofisiológico en el que seencuentre(Curry y Watson,1995; Lin

y Kan, 1996; Kan y Lin, 1996).

Todos los espermatozoidesde mamífero poseenuna membranaplasmática

continuadividida en cabezay cola. La membranaque recubrela porción cefálica se

puede considerara su vez en tres regiones: 1) membranaque recubre la región

acrosomal,por donde dará comienzo la vesiculacióny fusión durante la reacción

acrosómica;2) zonaecuatorial,lugar donde las membranasacrosomaly plasmáticase

fusionandurantela reacciónacrosómica;y 3) regiónpost-acrosoimca.La membranaque

protegeel flagelo presentados dominios: 1) pieza intermedia, y 2) pieza principal

(Curry y Watson, 1995). Todas estas regiones de la membrana plasmática se

diferencianentresi por la afinidad selectivade su unión con lectinas (Berger, 1990;

JimenezCabras, 1995),reflejando diferencias en la composiciónde su glucocalix.

La membranaplasmática del espermatozoideestá sujeta a cambios en su

composicióndurantesu pasoporel epidídimo(Sundheyet al., 1992), en el momento

de la eyaculación(interaccionesespecíficasconcompuestosprocedentesde las distintas

glándulasaccesorias)y en el transcursode la capacitación(Curry y Watson,1995;

Nolan y Hammerstedt, 1997).

Durante la capacitación, el gameto masculino experimenta numerosas

modificacionesbioquímicasdebidoa múltiples interaccionescon diversoscomponentes

presentesen los fluidos del tracto genital de la hembraque deben realizarsehasta

alcanzarel complejocummulus-ovocito.Como respuestaa un sistemade seilalización

(ya seaprocedentedel ovocito o de agentescapacitantes)seproduceun aumentode la
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permeabilidadde la membranaplasmática,en los niveles de calcio intracelulary del

intercambio de fosfatidil-inositol, así como un descensode la actividad ATP-asa,

redistribuciónde proteínasdependientesde calmodulina,y cambiosen la composición

lipídica de la membrana (Langlais et al., 1988; Fraser, 1992; Roldan, 1994). Se

produceun incremento de fosfolípidos, debido al descensoen la proporción de

colesterol/fosfolípidosdentrode la membrana(Daviset aL, 1980; O’Band,1982; Go y

Wolf; 1985), de la cantidadde fosfatidil-colina (Evans et al., 1980) y fosforilación

proteica.

El proceso de capacitaciónes reversible durante la hiperactivación,lo cual

implica la existenciaen el medio donde estánvehiculizadoslos espermatozoidesde

substanciasdecapacitantes,comoel colesterol,capazde modificar la fluidez de la bicapa

lipídica. Los agentespresentescapacesde estimularsu pérdidasedefinencomofactores

capacitantes(Fayrer-Hoskenet al., 1987;Cross,1996).

El incrementode la fluidez de la membranaplasmáticafavoreceel movimiento

de proteínasy receptores,permitiendola transducciónde señalesy la interacciónentre

los dos gametos(Roldan, 1994; Fusi et al., 1996; Nolan y Hammerstedt,1997).

Estasmigracionesproteicaspermitenla formación de pequeños“parches”precursores

de la fusión de la membranaplasmáticacon la membranaacrosomalexterna.Seproduce

un descenso del peso molecular en algunas proteínas de origen epididimario

incorporadasen la membranaplasmáticay en proteínasestructuralescomo consecuencia

de la pérdidaderesiduosglucídicos(Fournier-Delpechy Thibault, 1993).

Estudioscomparativosrealizadosen distintasespeciesmuestranla existenciade

una relación entreel tiempo de capacitacióny el contenidode colesterol/fosfolípidos

presenteen la membranadel espermatozoide(Davis et al., 1980), siendoesteproceso

dependientede la concentraciónde albúminaen el medio.
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La activaciónde la fosfolipasaA2 ha sido descritacomouno de los mecanismos

implicadosen el comienzode la capacitaciónespermáticay reacciónacrosómica,debido

a que el producto de su actividad, la lisofosfatidilcolina (LFC), desestabiizala

membranabiológica.Al inicio dela capacitaciónel contenidode LFC en la membranaes

muy bajo, por lo que la estimulaciónde la fosfolipasano se produciríaduranteeste

período,sino momentosdespués(Fournier-Delpech y Thibault,1993),en repuestadel

mantenimientodel procesode hipercinesise iniciarsela reacciónacrosónuca.

2.4.2. REGULACIÓN IÓMCA DURANTE LA CAPACiTACIÓN

Las modificacionesen la composicióny estructurade la membranaplasmática

comoconsecuenciadel inicio dela capacitación,inducencambiosen la permeabilidadde

iones implicados no solo en dicho proceso,sino tambiéndurantela hiperactivacióny

reacciónacrosómica.

La selecciónde mediosde cultivo adecuadosparala inducciónde la capacitación

espermática“in vitro” hapermitido el estudiode los diferentesmecanismosimplicados

en la adquisicióndela capacidadfecundante.

2.4.2.1.IONES CALCIO

Los trabajosque demuestranla relación existenteentre los iones Ca
2 y la

capacitaciónespermáticason muy numerosos.Desdeque Loeb en 1915 demostrarala

necesidadde Ca»extracelularparaaumentarla fertilidaden estrellasdemar,numerosos

investigadoreshan confirmadodichanecesidadtambiénespermatozoidesde mamíferos

(Iwamatsuy Chang,1971;Anandet al., 1989).La necesidadde presenciade ionesde

calcio esmenoral inicio de la capacitaciónque durantela reacciónacrosómica(Fraser,
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1987; Thomas y Meizel, 1988;). Durantela capacitaciónseproduceun incrementode

la movilidad espermáticaó “hiperactivación” que precedea las modificacionesen la

membranadel espermatozoide(ORand, 1982), y requiere la presenciade Ca»

extracelular(Yanagi¡nachi,1970;Robertsony Mortimer, 1988; Anandet al., 1989).

En espermatozoidesde machocabrioseha observadoun requerimientode ionesCa» y

de AMP-c para que la capacitacióny la reacciónacrosómicatenganlugar (Anand,

1989).

Actualmenteseconocentres mecanismosdiferentesimplicadosen la regulación

de la concentraciónintracelular de Ca» durante la adquisición de la capacidad

fecundante:

1.- Una Ca2~-ATPasa,responsabledel control del Ca» intracelular(Frasery

McDermott,1992;Adeoya-Osiguway Fraser,1996);

2.- Un intercambiadorNa+-Ca2~,introduciendoionesNa+ y expulsandoCa2, o

Ca»dentroy Na+fiera(Bradleyy Forrester,1982);

3.- Canalesde Ca», capacesde permitir influjos deCa»(Frasery McDermott,

1992).

En espermatozoidesde ratónseha observadola regulaciónde la concentración

deCa»intracelularcomoconsecuenciade la modulaciónde la Ca2~-ATPasaporlos FD,

de este modo, si los FD han sido eliminados durante la capacitación,la actividad

enzimática disminuye, produciéndoseun incremento en la concentraciónda Ca»

intracelular(Fraser,1992). La utilización de la calmodulinay/o inhibidoresde la Ca»-

ATPasaaceleranla capacitaciónen espermatozoidesde variosmamíferos,sugiriendola

importanciadeestaCa24-ATPasaen la regulaciónde la capacitación(Adeoya-Osiguwa

y Fraser,1996).
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2.4.2.2.IONES SODIO Y POTASIO

El ion Na~ esuno de los ionesmásabundanteno solo en los mediosde cultivo

‘in vitro” sino tambiénen los fluidos del tractoreproductivo.La presenciade ionesNa,

durantela capacitacióny la reacciónacrosómica,es necesariaparaque la fertilización

tenga lugar (Fraser,1994). Se requiere una baja concentraciónde Na~ durante la

capacitación,sin embargolas necesidadessedisparandurantelareacciónacrosómica.

Un posiblereguladorde la concentraciónintracelularde Na~ esla bombaNa~,

K~-ATPasa,una enzimaque impulsaionesNa~ al exterior y K~ haciael interior de la

célula espermática. La actividadde la enzimaNC, K~-ATPasadisminuye durante¡a

capacitación,permitiendoel aumentode la concentraciónde Na~ intracelular.La bomba

Na~, K~-ATPasapareceestarmásrelacionadaanivel flagelarqueal cefálico,induciendo

cambiosen el tipo de movimientode los espermatozoides(Garcia-Sotoet aL, 1988;

Quinn y White 1968).La concentraciónde iones Na~ fluctúa en los fluidos del tracto

reproductorde la hembraen los momentospróximosala ovulación.

Durantela reacciónacrosómicay fisión gaméticaesnecesarioel descensode la

concentraciónde K~ (Fraser,1983). El principal mecanismoimplicado en la regulación

de la concentraciónintracelulardel K~ es la Na*, K~-ATPasa, sin embargoel principal

estimuladorde la capacitaciónesel incrementoen la [Na]~ y no el descensode la de la

[K~]~. Así, si bien el K~ extracelularno es responsabledirecto de la capacitación,

elevadasconcentracionesde K~ permiten la capacitaciónespermáticade manera

secuencialperono la fecundaciónhastaque dichaconcentracióndesciende.Al igual que

ocurrecon el Na+, la concentraciónde K+ en el fluido oviductal varíadependiendodel

momento del ciclo de la hembra, siendo estos niveles bajos en el momento de la

ovulación.
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2.4.3.FACTORESDE DECAPACITACIÓN

El fenómenode la capacitaciónespermáticaesun procesoreversible,tal como

demuestrandiversosautores(Bedford et aL, 1962; Chang, 1951). Dicho procesose

debea la habilidad de ciertas moléculasde disociarsey reasociarsecon la membrana

plasmáticadel espermatozoide.Estasmoléculas,conocidascon el nombrede “factores

de decapacitación”(FD), estánpresentesen plasmaseminal,actuandocomo vesículas

donadorasde colesteroly por tanto inhibiendo la capacitación(L)avis et al., 1980;

Carboneroy Vázquez,1984).La mayorpartede los mecanismosde acciónde los FI)

son desconocidosen la actualidad, existiendo evidenciasde la modulación de la

concentracióndeCa»intracelularen espermatozoidesde ratón pordichosfactores.La

mayoría de los factores de decapacitaciónse encuentranen el plasma seminal,

asociándosea los espermatozoidesen el momentode la eyaculación(Fraser,1994;

Cummins,1994), sin embargo,sehan encontradotambiénFD de origen epididimario

(Fraser et al., 1990). En gatos, los espermatozoidesrecuperados del epidídimo son

capacesde fertilizar ovocitosinmediatamentedespuésde su obtención,mientrasquelos

espermatozoideseyaculadosrequierenun tiempo aproximadode capacitación“in vitro”

de 3 horas.

Duranteel pasode los espermatozoidesa travésdel tracto genital de la hembra

el plasmaseminalse elimina, y con él, las moléculasresponsablesde la decapacitación

espermática.Esteprocesosepuederealizar“in vitro” mediantela selecciónpreviade los

espermatozoides(“swim-up”, gradientesde percoil, sephadex, dextrano, ...) e

incubaciónen un medio decultivo adecuado.

2.4.4.HIPERACTIVACION

La capacitacióndelos espermatozoidesde mamíferoimplica numerososcambios
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a nivel de la membranaplasmática,metabólicos,iónicosy cinéticos,estableciéndoseuna

situacióncelularque seconocecon el nombredehiperactivaciónespermática(HA). La

hipercinesises un fenómenoreversible. Siempreque hay capacitaciónse produceuna

hiperactividad,pero no siempreque hay hipercinesistiene lugar la capacitaciónni la

reacciónacrosómica.

La HA, detectadaen 1970 porYanagimachien semenhumano,esun proceso

fisiológico asociadointimamente con la ovulacióny fertilización, siendo necesariola

aparicióndeestetipo de movimiento paraque los espermatozoidespuedanatravesarla

zonapelúcida(Katz etal., 1989;Núñezet al., 1995;Burkman,1995).

La HA no es un evento sincronizado, presentándosesubpoblacionesde

espermatozoideshiperactivadosa lo largo de la capacitación,apreciandosu máximo

momentosantesde hacerlola reacciónacrosómica(Robertsonet al., 1988; Aitken,

1990; Burkman,1995). Estaasincroniapuededebersea la gran variabilidadexistente

entredistintoseyaculadoscon respectoal pico de hiperactivación,o a la heterogeneidad

en la duraciónde la misma(Núñezet aL, 1995).

La utilización de analizadorescomputerizadosde la movilidad espermática

(ComputerAssistedSpermAnalyzer,CA.S.A.) ha permitido la valoraciónde diversos

componentesdela movilidad imposiblesde determinar“de visu’t. La utilizaciónde estos

equipospermitela obtenciónde unamedidaobjetivadel movimientodelespermatozoide

y de su trayectoria,la cualseve modificadacuantitativay cualitativamentea lo largodel

procesode hipercinesis.Medienteestos sistemasse ha caracterizadoel movimiento

espermáticohiperactivadocomoun movimiento de gran curvaturay amplitud de su

flagelo,observádoseun aumentode la amplituddel desplazamientolateralde la cabezay

velocidadcurvilínea,así como unadisminucióndel porcentajede linealidady velocidad

lineal (Burkman,1995; Gómezet al., 1996).
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La movilidad espermática“in vitro” varia en fbnción del medio donde se

encuentrenlos espermatozoides,siendomuysusceptiblea contaminacioneso cambiosen

las condicionesdel medio (Burkman,1995; Vinaderel al., 1997).Concentracionesde

K~ extracelularesmuy altaso bajas inducenun descensoen la HA y en la reacción

acrosómica(Fraser,1983).Las fluctuacionesintracelularesde calcio tambiénincidenen

la HA de las células espermáticas(Robertsonel aL, 1988),así nivelesaltos de calcio

estimulanunahipercinésisy nivelesbajosinhibental característica.La utilizaciónde Ca»

ionóforo ó dibutiril AMP cíclico aceleranla capacitacióny la aparición de la HA

(Suarezy Osma,1989). La coincubaciónde espermatozoidescon líquido folicular

haceaumentarla poblaciónde célulashiperactivadas,si bien estaacciónseve reforzada

por la presenciade progesteronaen el medio. La suplementacióndel medio de

incubación con pentoxifilina, inhibidor de la fosfodiesterasa,estimulael movimiento

espermático(Nuñezel aL, 1994a; Tournayeet al., 1994;Yovich, 1995).

La información aportadapor estudioscinéticos en relación a los niveles de

espermatozoideshiperactivadosexistentesen la población,sirve como predicciónde la

flhncionalidad y calidad de la muestra espermática.La HA está correlacionada

positivamente con la morfologia espermática, la capacidad de unión de los

espermatozoidesa la zonapelúcida(Krugeret al., 1988),y el test de hámster(Jinnoel

aL, 1987; Burkman,1995).

2.4.5. REACCIÓN ACROSÓMICA

La reacciónacrosómica(RA) en espermatozoidesde mamiferoses un proceso

exocíticodependientede calcio (Robertsony Mortimer, 1988; Anand et al., 1989;

Bruckery Lipford, 1995; Fraseret al., 1995). El acrosomaespermático,vesícula

secretoraprocedentedel aparatode Golgí, estaformado porunaenvolturaacrosómica

en cuyo interior existenuna gran variedadde enzimashidrolíticas (Olsony Winfrey,
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1991; Brucker y Lipford, 1995). Dichas enzimas, desempeñanun papel esencial

durantelaRA, siendola liberacióninicial deacrosinaun estimuladorde laRA (Meizel y

Lui, 1976)y el responsablede la fijación del espermatozoideal ovocito (Aitken, 1990).

Debido a la posición que ocupa el acrosomaen la cabezaespermática,la

membranaacrosómicasedobla,transcurriendoparalelaporcasitodo el territorio porel

que seextiende(Fawcet,1975).Durante la RA seproducela defenestraciónentre la

membranaplasmáticay acrosómicaexternaen la región apicaly en el segmentoprincipal

del acrosomapormúltiples fisionespuntuales,debido principalmentea la acciónde la

fosfolipasaA2 (Llanoset aL, 1982; Watanabey Masuda,1989; Burckery Lipford,

1995),mientrasque el segmentoecuatorialpermaneceintactodurantetodo el proceso

(Olsony Winfrey, 1991;Fraser,1994; Mendoza,1996)(Fig.4).

Fig.4.- Esquemadel procesode reacciónacrosómica.Generaciónde múltiples sitios de

fisión entrela membranaplasmáticay la membranaacrosomalexternadandolugara la

aparición de múltiples vesículasy venido del contenido enzimático. El segmento

ecuatorialpermaneceintactoentodoel proceso.
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Las enzimas liberadas del acrosomadurante la RA facilitan el paso del

espermatozoidea travésde las envolturasdel ovocito, cúmulo ooforoy zonapelúcida

(Chang, 1984; Fraser, 1994; Cummins, 1995). La sincronía entre ambos eventoses

imprescindibleparaque la fecundacióntengalugar (Tesarik,1989; Cummins,1995).

Así, una RA prematuraimplica un descensode la fertilidad debidoa la adhesiónde los

espermatozoidesen la región que rodea las células del cúmulo ooforo. Los

espermatozoidesque sufrenla RA despuésde atravesarel cúmulo ooforo soncapaces

de unirse a la membranapelúcida,dandolugar a la penetracióndel ovocito (Crozet y

Dum¡nont,1984; Crozet,1988; Bruckery Lipford, 1995).

Enla mayoríadelos espermatozoidesde mamiferoesnecesarioque seproduzca

la RA, como consecuenciade la capacitación,para que la fisión con la membrana

pelúcidatengalugar(Crozety Dummont,1984; Myles et aL, 1987; O’Rand, 1987;

Crozet,1988; Aitken, 1990; Fraser,1994).Sin embargo,en espermatozoidesde ratón

seha comprobadoque sólo aquellascélulasespermáticasconacrosomaintactopueden

unirseala membranapelúcida(Flormany Storey,1982).Algunascélulasespermáticas

pueden sufrir la RA de manera espontánea,existiendo diversas experienciasque

muestranla necesidadde moléculasespecíficasasociadascon el ovocito en la inducción

de laRA.

Tras la interacciónentreel receptorespermáticoy el estímulo procedentedel

ovocito, se disparala fisión de la membranaplasmáticacon la membranaacrosomal

externa, donde el influjo de calcio, aumentodel pH, receptoresde proteína G, y

activación de segundosmensajerosjunto con la proteínakinasa C y la fosfolipasa,

desempeñanun papelprincipal (Cummins,1995; Bruckery Lipford, 1995). Como

consecuenciade estoseventosseproduceun incrementoen la concentraciónde calcio

intracelular,degradaciónde fosfoinositolesy formación de diacilglicerol (DAG) que

actuaríacomomensajerointracelularde la fisión entrela membranaacrosomalexternay

la plasmática,produciéndoselapérdidadel acrosoma(O’Toole et al., 19% a).
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En la mayoríade las especies,la RA esinducida ‘qn vivo”, en espermatozoides

previamentecapacitados,por determinadassubstanciaspresentesen los fluidos

próximos al ovocito tales como: liquido folicular, cúmulo ooforo y células de la

granulosa(Burckery Lipford, 1995).

La proporción de espermatozoidessusceptiblesa esta amplia variedad de

ligandosdependede la especieen estudio,del factor individual y de las condicionesdel

medio de cultivo. La presenciade iones K~ en el medio esnecesariaparaque la RA

tengalugar, siendo las concentracionesmuy altaso bajas responsablesde una mala

respuestaacrosómica.Sehan encontradoconcentracionesde K~ entre20 y 30 mM en

fluidos procedentesdel tracto de la hembra,proponiéndoseunaposible regulación“itt

vivo” de la RA en espermatozoides(Fraser, 1983).

La glucosa,utilizada frecuentementecomo fuente de energíaen los mediosde

cultivo, puederetardarla apariciónde la reacciónacrosómica(Rogersy Yanagimach¡,

1975),mientrasque otros azucarescomo la flicosa, lactosa,L-glucosay galactosano

ejercenestaacciónsobrelos espermatozoides.

La peroxidaciónlipídica y los radicaleslibres reducenla fluidez de la membrana

plasmática, inhibiendo los procesosfisogénicosde membranay por tanto la RA

(Ohyashiki et al., 1988).

El desarrollode las técnicasde fecundación“in vitro” (FIV) pretendeanalizarla

capacidadfertilizantede un eyaculado(Takahashietal., 1992),siendola determinación

de laRA en espermatozoidesy el testdehámsterlas pruebasmáscorrelacionadascon el

FIV, si bienexistendetractoresdeestala prímeratécnicacomométodode predicciónde

la fertilidad (Vázquezet al., 1993).
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2.4.5.1.INDUCTORES DE LA REACCIÓN ACROSÓMICA

Existen diversosfluidos y moléculascapacesde inducir la reacciónacrosómica

“in vivo” y/o “in vitro” en espermatozoidesde mamifero, requiriendoo no de una

capacitaciónprevia,tal esel caso de la progesterona(presentede manerafisiológicaen

las célulasdel cúmulo y en el fluido folicular) (Emiliozzi etal., 1996),ionóforo A23 187

y heparina (Aitken, 1990; Gutierrez et al., 1993; Cummins, 1995; Brucker y

Lipford, 1995; Llanosy Anabalón,1996; Cross,1996).Los cambiosde temperatura

asícomola congelacióntambiéninducenun aumentodela RA (Sánchezet al., 1991 a;

Garde,1992 b; Sánchezet aL, 1995).La reacciónacrosómicainducida(fisiológica)y

no la espontáneatienefUnción biológicaesencial(Tesarik,1989),de ahí la importancia

de conocerla curva de capacitación(Garde, 1992 b; Takahashiet al., 1992) y la

distinciónentreRA induciday espontánea(Cuinmins,1995).

Los inductores de la RA son utilizados generalmenteen programasde

fecundación “in vitro” con el fin de aumentarel porcentaje de espermatozoides

potencialmentecapacesde fecundarun ovocito. Así mismo, dichas sustanciasson

utilizadasen pruebasdiagnósticasde la capacidadfecundantedeun eyaculado.

2.4.5.1.1.lonóforos

Los ionóforosson moléculascapacesde estimularla RA en espermatozoides

capacitadosmediante la inducción de un flujo de calcio hacia el interior del

espermatozoide(Cummins, 1994; Carrell et al., 1996). Si bien estosinductores son

utilizados ampliamente en pruebas laboratoriales, los resultados han de ser

correctamenteanalizados,ya que: 1) son moléculaspotencialmentecitotóxicas; y 2)

ejercenunaacciónnegativasobrela movilidady viabilidad espermática.
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Existen diversosionóforoscomercializados,siendo el ionóforo A23 187 el más

utilizado en la inducción de la RA (Aitken et al., 1984; Roldan y Harrison, 1989;

Tesarik, 1993; Bielfeld et al., 1994; Carrelí et al., 1996). El efectoejercido por los

ionóforossobrelos espermatozoidesvaríadependiendode la concentraciónespermática

y del nivel de proteínaspresentesen el medio (Roldany Hanison, 1989; Cnmmins,

1994).Laconcentracióndeionóforo A23187 y el tiempode exposiciónal quesesomete

a los espermatozoidesvariadependiendode la especiey del medio utilizado, por lo que

no existeuniformidaden el métodoutilizado porlos diversosautores(Tabla5).

Tabla 5.- Concentraciónde Ca» ionóforo A 23187 y tiempo de exposiciónpara las

diferentesespecies.

Bovino 10 hM 60 mm. Fraseretal., 1995

1 pM 60 mm. Whitfield et al., 1995

Equino 5 pM 30-60min. Valcércelet al., 1996.

Porcino 2 j.±lvf 30 mm. Bergeretal., 1988.

Hamster 20 pM 10 miii. Tatenoet al., 1996.

Humano 10 gM 30 mm. Bielfeld et al., 1994.
50-100pM 0.5-3.0h. Aitken et al., 1984.

Ovino 10 pM - Roldanet al., 1989*.
1 ¡.iM - Roldanet al., 1989**
5 jxM 30-60mm. Pérezet al., 1996

Caprino 10 1xM - Bawaet al., 1993.
0.5 pM 2 mm. Hanada,1985.

*M~fiownBSk **M~ios~BSA
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El momento de aplicación del calcio ionóforo influye sobre el total de

espermatozoidesreaccionados,no mostrandodiferencias significativas en el valor

absoluto de la prueba (Cunnnins et aL, 1991). La incubación durante4 horas a

temperaturaambientey en oscuridaddel semenpuro de morueco,induce no sólo el

aumento del porcentajede espermatozoidesreaccionados,sino que también el

incrementode la proporciónde célulasespermáticassusceptiblesal ionóforo (Pérezet

aL, 1997).

2.4.5.1.2.ZonaPelúcida

La mayoría de la información de la que se dispone actualmentesobre la

inducciónde la RA sedebea la utilización de ovocitos de hembrade ratón (Cummins,

1994). Partiendode estudiosrealizadosen estaespecie,se ha llegadoa determinarla

composición de la membranapelúcida. Dicha membranaesta compuestapor tres

glicoproteinas(enalgunasespecies4): ZP1, ZP2 y ZP3. Estasdosúltimas,Zp2 y ZP3,

sonmoléculasde aspectofilamentosounidaspor ZP1, másglobular, dando lugar a la

formación de unaretículatridimensional.21>1 y ZP2 son glicoproteinasestructurales,

mientrasque la glicoproteinaZP3 esla encargadadel reconocimientoe inducciónde la

reacciónacrosómicaen ratón. El reconocimientoentre ambosgametospareceestar

mediadopor un carbohidratode la glicoproteunaZP3, presenteen la zonapelúcidadel

ovocito, y por unaenzimagalactosil-transferasalocalizadaen la membranaplasmática

del espermatozoide(Burckmany Lipford, 1995).

Debido a la especificidad de la membranapelúcida, dichas membranasson

obtenidasa partir de ovocitosde la mismaespeciequelos espermatozoidesestudiados.
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2.4.5.1.3. Liquido folicular, oviductal y células del cúmulo

El fluido folicular ha sido ampliamenteutilizado como estímulode la movilidad

espermática e inductor de la RA (Cummins, 1994; Burcker y Lipford, 1995). El

estudiode la composicióndel fluido folicular ha mostradola presenciade proteasas,

inhibidoresde proteasas,péctidonatriuréticoauricular(PNA), antithrombinaIII, además

deunaampliavariedadde esteroides.

El fluido oviductaldesempeñaun papeldecisivo al final de la capacitación“in

vivo”, induciendola RA. Sin embargo,la dificultad de obtenerla suficientecantidadde

éste liquido parael desarrollode los diversosestudios,haceque estefluido no sea

comúnmenteutilizado. Existenobservacionesque muestranel fluido oviductal esmejor

que el folicular parael mantenimientode la movilidad “in vitro” (Zhu et aL, 1994). El

cocultivo de los espermatozoidescon células procedentesdel oviducto presentaunos

buenosresultadosde capacitacióny RA (Gutierrez et aL, 1993;Park y Sirard, 1996).

Estudios realizadostanto “in vivo” como “in vitro” muestranla acción del

cumulo ooforo comoponteciadorde la RA, siendosu acciónsimilar a la encontradaen

el líquido folicular (Cumniins, 1994). Martín-Lunas et al. en 1996 observan que la

inducción de la reacción acrosómica en espermatozoidesde macho cabrío es

independientede la calidadde del cúmulosooforo.

2.4.5.1.4. Progesterona

La progesteronainduceel influjo de calcio haciael interior del espermatozoide,

lo que resulta en un incremento de la RA (Emiliozzi et aL, 1996; O’Toole et al., 1996

b). Pareceexistir un receptorno genómicoen la superficiedel espermatozoide.
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La progesteronaestimula la exocitosis en espermatozoidespreviamente

capacitadosde manera dosis-dependiente(Llanos y Anahalón, 1996; Emiliozzi et al.,

1996), siendo utilizado en casos de infertilidad masculina como potenciador de la

capacidadfecundante(Emiliozzi et al., 19%). El flujo de ionesNa+ (O’Toole et aL,

1996 b) y la acciónde unatripsin-proteasa(Llanosy Anabalón,1996)parecenestar

implicadosen el mecanismode acciónde la progesterona.

2.4.5.1.5.Moduladores metabólicos

Tantola capacitación,hiperactivacióncomola reacciónacrosómicasonprocesos

dependientesde AMP cíclico (AMP-c) (Anandet al., 1989; Cummins,1994; Fraser

el al., 1995). La utilización de xantina, cafeína,teofilina y pentoxifilina produceun

aumentode la concentraciónde AMP-c debido a la inhibición de la fosfodiesterasa

(Cummins, 1994), existiendo una posible acción sobre la fluidez de la membrana

espermáticamediantesu interaccióncon receptoresadenosíicos.La cafeínamuestra

efectosnegativossobrela viabilidad espermáticadebidoa su accióncomo inhibidor de

los mecanismosde reparacióndel DNA y a su potencialmutagénico(Fernándezet aL,

1990). La pentoxifilina incrementael porcentajede RA y la movilidad espermática,

siendosuusorecomendadoen eyaculadosde bajamovilidad(Nuilezet al., 1994a).

Los análogosdel AMP-c (ej. dibutiril AIVIP-c) estimulan la actividad de la

proteín-Kinasa,incrementandoel porcentajede espermatozoidesreaccionados.

2.4.5.1.6.Efectode la disminucióntérmica

Estudiosrecientesmuestranun aumentodel porcentajede RA, correlacionado

positivamentecon el FIV (Cummins,1994)y test de hamster(Sánchezy Schill, 1991
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a), como consecuenciadel descensode temperatura.Actualmente no existe una

explicaciónclaradeestefenómeno,pero probablementelas bajastemperaturasinactivan

la bomba de calcio, encargadade mantenerlos niveles de calcio intracelularbajos,

permitiendoun influjo de calcioe incrementandola RA.

Si bien el objetivo principal de la congelaciónespermáticaesel almacenamiento

de dosisporun períodoindefinido de tiempo, seha observadoun aumentode la RA en

dosisdescongeladasdeovivo (Gardeel aL, 1992 b)y humano(Centolaet al., 1990).

2.4.5.1.7.Otrosfactores

Los glicosaminoglicanos (ej. heparina) forman parte importante de la

composiciónde los fluidos del tractoreproductorde la hembra,talescomoen el moco

cervical, fluidos folicular y oviductal ademásde formar parte del gel que soportael

cumulo ooforo (Cummins,1994). Estoscompuestosson utilizadoscomocompuestos

inductores de la capacitaciónespermática,incrementandoel porcentajede células

hiperactivadasasícomolaRA (Ávila Cantarilloel al., 1993; Fraseret al., 1995; Coz

el al., 1995). La acciónde la heparinaescontrarrestadaporla glucosa,antagonizando

suacciónsobrelaadenilatociclasa.

Las secrecionesde la glándulabulbouretralde machocabríoañadidasaun medio

de lechetambiénsoncapacesdeinducir la RA, mientrasquelas secrecionesprocedentes

de lasvesículasseminalescontrarrestanesteefecto(Courtensel al., 1984).

Lascatecolaminasincrementanla movilidad espermáticaasícomo el procentaje

de espermatozoidesde hámsterreaccionadosen presenciade BSA (Cometí y Meizel,

1978).
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2.4.5.2.TECNICASDE DETECCIÓNDELA REACCIÓNACROSÓMICA

El análisisde los cambiosocurridos en el espermatozoidedurantela reacción

acrosómicabajo condiciones“in vivo” o “in vitro”, requierela utilización de diversos

métodosde deteccióndel estadoacrosoma(Cummins,1994).La determinacióndeeste

procesoexocitósicoescomplicado,ya quelas característicasdel acrosomaespermático

varianen función de la especieen estudio,debiendode adaptarcadatécnicade análisis

según la especie. Además, los espermatozoidesmuertos pueden sufrir cambios

degenerativosen suacrosomasimilaresa los observadosdurantela reacciónacrosómica,

de ahí la importancia de determinar la presencia o ausencia del acrosomaen

espermatozoidesviablesy/o no viables(muertos).

La mayoría de los estudios realizados sobre el estado del acrosomaen

espermatozoidessebasanen la utilización de técnicasdemicroscopiaelectrónicay de

fluorescencia, determinando la presencia, forma y/o tamaño del acrosoma. La

microscopiaóptica y de contrastede fases,si bien revelaninformaciónútil sobreéste

liposomamodificado,semuestrancomotécnicaspoco precisasen un estudiodetallado

del estatusacrosomal. Sin embargo, la microscopia electrónicay de fluorescencia

requiereequiposcostososy un entrenammentodel personaltécnico(Cummins, 1994),

por lo que su uso generalmente,se restringea determinadosestudiosy no como

metodologíade rutina.

La utilización de la microscopiade fluorescenciasueleir asociadaa la utilización

de lectinasvegetales(Tesariket al., 1993; Cummins,1994)o anticuerpos(Fénichelet

al., 1989; Sánchezet al., 1991 b; Cummins,1994; Moutaffian y Parinaud,1995),

unidos normalmente a marcadores fluorescentes (ej. fluoresceína, isotiocianato

fluorescente).Tanto las lectinas como los anticuerposse pueden dirigir contra el

contenidoacrosómicoo contrala membranadel acrosoma.Las lectinasdeterminanla

presenciay distribuciónde determinadosazúcaresen la membranaplasmáticay/o en la
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membranaacrosomalinterna(si se haproducidopreviamentela RA). Algunaslectinas

utilizadasen la detecciónde los procesosde capacitación,talescomo: Pisum Safivwn

(PSA), Canavalía ens<formis(ConA), Madurapomijera (MPA), Arachis hypogaea

(PNA), G¡ycine mar (SBA) y Trit¡cum vu¡gañs (WGA) (Centola et al., 1990;

Cummins et aL, 1991;Bawa et aL, 1992; Tesarik et aL, 1993; Cummins, 1994;

Jimenez Cabras, 1995; L¡u y Gordon, 1995; Valcárcel el al., 1996). En

espermatozoidesdemachocabriosehadetectadola presenciade NIPA, BSA y WGA en

la región cefálica tras la capacitaciónespermática,existiendo un aumento de los

receptoresde ConA tras la RA (Bawa el aL, 1992). Berger en 1990, propone la

utilización de la lectina PSA como método de detección del acrosoma en

espermatozoidesprocedentesde eyaculadosde machocabrío.El usode lectinassueleir

asociadoatest vitaleso a testde permeabilidadde membranacon el fin de diferenciarel

estadodel acrosomaen célulasviablesy no viables(Sánchezetal., 1991 b; Cummins,

1994; Gómezet aL, 1996a; Valcárcelel al., 1996). La técnicade la clorotetraciclina

(CTC) y la utilización de BSA unido a quinacrina o fluoresceína,son métodosde

fluorescenciaalternativosen la deteccióndel acrosomaespermático(Abdel-Halim el

aL, 1996; Pérezel al. 1996).

La utilizaciónde anticuerposmonoclonaleso policlonalesdeterminala presencia

o no del acrosomamediantela unión de dichosanticuerposa receptoresespecíficos

presentesen la superficiede la membrana(Fénichelel al., 1989; Sanchezel al., 1991

a; Cummins,1994; MoutafT¡any Parinaud,1995). La mayor ventajaque presenta

estatécnica sobrela utilización de lectinas se debe a la posibilidad de identificar el

estadodel acrosomaen presenciade glicoconjugadosy de otro materialcelular.

Debido a la complejidadde las diversastécnicasanteriormentecitadas,y a la

imposibilidad de observacióndel acrosomamediantecontrastede fasesen determinadas

especies,como es el caso del humano, la evaluaciónde. la presenciao ausenciadel

acrosomamediantetincionesparamicroscopiaóptica de campoclaro, es actualmente,
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unade las técnicasdemayordifusión entrelos diversosequiposinvestigadores.Entre las

tincionesmás utilizadases de resaltarla triple tinción, descritapor primera vez por

Talbol y Chaconen 1981 parasemenhumano.Estatécnicaescapazde clasificar los

espermatozoidesen cuatrocategorias(vivosconacrosomaintacto;vivos reaccionados;

muertos con acrosomaintacto y muertosreaccionados)medianteel empleo de azul

Tripán, marrón Bismark y rosa de Bengala. La triple tinción ha sufrido distintas

modificacionesen su adaptacióna diversasespecies:equidos (Varner el al., 1987),

caprinos(Kusunok¡, 1984; Martin-Lunaset aL, 1996),porcinos (Vázquez,1991),

bovidos (Didion y Graves,1986)y ovidos (Gardeel al., 1992 a). Debido al tiempo

que consumeestatécnicaparasu realización,sehadescritounavariantede estatinción,

en la queel azulTripánha sido omitido.

2.4.6. CAPACITACION “IN VITRO

”

Debidoa la grandificultad quepresentael estudiode la capacitaciónespermática

de manerafisiológica en el tracto reproductorde la hembra,esdecir “in vivo”, seha

conseguidoinduciresteprocesoen el laboratoriomediantetécnicas,mediosdecultivo y

condicionesambientalesdeterminadas,en lo que se denominacapacitación“in vitro”.

Las técnicasenglobadasbajo el término “in vitro” no sólo sirven de vehículo a la

observaciónde la biologia de la capacitación,sino que además,son utilizadas en

reproducciónasistidacomométodosde potenciaciónde la capacidadfecundantedeun

eyaculado(Maneiro,1991;Yovich, 1995).

El desarrollode técnicascapacesde recuperarlos espermatozoidesmóviles del

total de la población,nos permiteseleccionaraquellascélulasespermáticascon mayor

movilidad y capacidadfecundante,siendo posteriormenteaplicablesen programasde

inseminaciónintrauterira (Rl) y FIV (Yovicb, 1995). Dichas técnicas inducen la
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capacitaciónespermáticadebidoa la eliminacióndel plasmaseminal,y por lo tanto de

los FD (a la vez que impurezaspresentesen el eyaculado),activandolos procesosde

HA y RA.. Entrelas técnicasderecuperaciónde espermatozoidesmóvilesmásutilizadas

encontramosel “swim-up”, gradientesde percoll, filtración en columnasde Sephadexy

el dextrano,existiendocomometodologíassimpleso combinacionesentreellas(Alvarez

et al., 1993; Seidel el al., 1995; Parrishel al., 1995, Nuflez et al., 1996; Garcia-

Lopez et al., 1996; AI-Hasaniel al., 1996; Pérezet al., 1996; Anzar y Graham,

1996).

Estudioscomparativosentrelas distintasmetodologíasde capacitación“in vitro”

muestranla técnicade “swim-up” como el método más sencillo y barato,obteniendo

resultadossimilares,en cuantoal númerode espermatozoidesmóvilesy concentración

espermáticarecuperadosa los encontradosen gradientesde percolí (Mortimer et al.,

1984; Moralesel al., 1991; Nuiez el al., 1996). Sin embargo,cuandolos eyaculados

en condicionesinicialespresentanbajacalidadseminal,seobservaun incrementoen la

concentraciónespermáticarecuperaday del porcentajede espermatozoidesmóviles tras

la utilizaciónde gradientesde percoll con respectoa los resultadosobtenidosmediante

swim-up (Moralesel al., 1991;Parrishet al., 1995).La centrifUgaciónrequeridaen las

técnicas de swim-up y percolí induce la formación de radicaleslibres, cuyo efecto

negativo puedeser prevenido por la adición de antioxidantesal medio de lavado

(Griveany Lannou,1994).

Los mediosde incubaciónutilizadosen la inducciónde la capacitación“in vitro”

poseenunaalta fUerzaiónica con el objeto de desplazarlos FD, y un pH alcalino(pH:

7,8-8), responsablede apanarlas proteínasde la superficiede la membranaplasmática,

incrementandoel flujo de calcio hacia el interior de las células espermáticasy

produciendounaactivacióndelas fosfolipasas(Iwaniatsuy Chang,1971).

La incubación de los espermatozoidescon el fin de inducir “in vitro” la
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capacitaciónespermáticarequierecondicionesambientalesdefinidasde humedady CO2

(5%), observándosevariacionesen la temperatura(+37
0C ó +390C) y tiempo de

incubación(3, 6,..., 24 horas)segúnla especiey procedenciade los espermatozoides

(Anandet al., 1989). Los procesosde capacitacióny RA “in vitro” sepresentanmás

rápidamentecuandolas células espermáticasse preincubana +39”C (Garde,1992 b),

siendo este efecto más evidente cuando los espermatozoidesprocedende dosis

congeladas(Garde,1992b; Parky Sirard, 1996;Pérezet al., 1996).

Actualmentela utilización de inductoresde la reacciónacrosómicajunto con

técnicasde capacitación“in vitro” nos permiteobtenermayor información acercade

posiblesdisfuncionesde la capacidadfecundantede los espermatozoides.El test AiRIC

(AcrosomalReactionInduction Challenger)es utilizado actualmentecon éxito como

pruebadiagnósticade la capacidadfecundantede un eyaculadoen semen humano

(Cumminset al., 1991).La estimulacióndel máximo de reacciónacrosómicamediante

la utilización de ionóforo A23 187 varía en función de la especie, concentración

espermáticay característicasdel medioutilizado.La diferenciaexistenteentrela muestra

inducidacon el ionóforo y la control (muestraespermáticasometidaa un medio con

10%de DMSO),proporcionainformaciónacercadel porcentajede célulasespermáticas

potencialmentefértiles (valor del ARIC) (Cummins et al., 1991). Los resultados

obtenidosmedianteel test ARIC estáncorrelacionadospositivamenteen semenhumano

con la penetraciónen ovocitos homólogosy heterólogos(ovocitos de hámster).Un

incrementoinferior al 5% de reacciónacrosómicatras la adición del ionóforo esta

correlacionadocon eyaculadosde bajastasasde fecundación,El testARIC resultamás

económicoa la vez que requierede un tiempo menor parasu realización(Cummins,

1995).

La pentoxifilina, inductorde la HA y RA, esutilizada en muestrasespermáticas

previamentecapacitadascomopruebadiagnósticade infertilidad (Cumm¡ns,1994).
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2.5. FECUNDACIÓN

Los espermatozoidesdepositadosen el tracto reproductorde la hembratras la

eyaculación, son transportadoshasta al lugar de encuentro con el ovocito mediante

movimientosy contraccionesmuscularesdel útero(inducidasporla cópula),a la vezquese

ayudan del movimiento activo generadopor el flagelo espermático(Lorenzo, 1994).

Durante el transporte,se producela selecciónde los espermatozoidesa su pasopor las

distintasestnicturasdeltractoreproductorfemenino,iniciándosela capacitaciónespermática

graciasa la eliminacióndel plasmaseminal y a la interacción con los fluidos uterinosy

oviductales(Cnmminsy Yanagi¡nacbi,1982).

Unavezquela capacitaciónhatenido lugar,dandopasoalaHA y RA, seproducela

fusión gamética. Despuésque el espermatozoideha sido incorporadoal citoplasma

ovocitario, desaparecela membrananucleardel espermatozoidey ocurrela descondensacion

de la cromatinaespermática.La fisión del espermatozoidecon el ovocito ocasionaciertos

cambiosanivel de la membranaplasmáticaovocitaria,provocandola rupturade los gránulos

corticales,cuyo contenidoa] contactocon la zonapelúcidaprovocala llamada“reacciónde

zona”(Vigil y Leontic, 1986; Lorenzo,1994>. Estosmecanismosevitan la posibilidadde

poliespemija.Existen especiesque dependenúnicamentede la reaccióna nivel de la zona

pelúcidaparaevitar la poliespermia(ej: ovocitosde hamster),por lo quesi sedenudasu zona

pelúcidase puede producir la penetraciónde varios espermatozoides(Vigil y Leontic.,

1986).

Los mecanismosanti-poliespermiafuncionanadosniveles,en la membranavitelina

del ovocito y en la zonapelúcida,mtervmiendoactivamentelasZP. Algunasenzimasde los

gránuloscorticalesinactivano enmascaranlas funcionesde las glicoproteinasZP2 y 21>3,

imposibilitando la fijación de otros espermatozoidesa la misma (Wassarman,1990;

Yanagimachi,1984). La eficacia de estosmecanismosvaría entre las distintasespecies

animales,siendomuy efectivoel bloqueoenla perra,vacay hamster,mientrasqueen ratona
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y coneja no lo es tanto (Lorenzo, 1994). En salamandrasy pájaros, numerosos

espermatozoidessoncapacesde fusionarsecon el ovocito dandolugar a la formaciónde

varios pronúcleos(PN) masculinos,sin embargo,sólo uno de ellos escapazde unirse al

pronúcleofemenino,produciéndosela degeneracióndelrestodelos PN.

Trasla fecundación,los componentescelularesdel espermatozoideseincorporanal

citoplasmadel ovocito. La cabezaespermáticadescondensaday los cromosomasfemeninos

se rodeande una membrananuclear, procedentedel retículo endoplásmicodel ovocito,

constituyéndoselos PNmasculinoy femenino.El núcleofemenino,detenidoen el momento

de a ovulaciónen el estadode metafasede la segundadivisión meiótica,finaliza la segunda

de las divisionesmeióticasy extruye el segundocorpúsculopolaral espacioperivitelino,

comenzandola descondensacióny replicacióndel ADN comopasoprevioa la sincariosisy a

la primeradivisiónde segmentaciónembrionaria(Vigil y Leontie,1986;Lorenzo,1994).

2.5.1.FECUNDACIÓN“IN VITRO

”

Los estudiosrealizadossobrela fecundación“iii vitro” (FIV) fueron desarrollados,

originalmente,con el objeto de dilucidar los mecanismosy procesosque interveníanen la

fecundación(Cumminsy Yanagimachi,1982). Sin embargo,actualmenteson aplicados

comotestde capacidadfecundantede machos,asícomoa la obtenciónde embrionesapartir

de ovarios conseguidosen el matadero,sobretodo en nimiantesy cerdos,dando también

solucionesaciertostiposde infertilidad.

Las técnicasde fecundación“in vitro” consisten,básicamente,en la exposiciónde

ovocitos maduros a espermatozoidescapacitados,de tal manera que se produzcala

fecundaciónfueradel oviductomaterno.Recientementeseha dadomuchaimportanciaa la

microinyecciónde un espermatozoideen un ovocito debidoa la posibilidadde conseguirsu

fecundacióna partir de célulasespermáticasinmóvilese inclusomuertas(Gotoet aL, 1990;
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Coto et aL, 1995; DeU’aquila et aL, 1997; Gómezy Peilicer, 1997), observándoseuna

disminución en el tiempo de formación de los pronúcleoscuando se microinyectaun

espermatozoidereaccionadofrenteauno conacrosomaintacto(Ryul etal., 1997).

Los ovocitosutilizadosenlastécnicasdeFiN puedenserdela mismaespeciequelos

espermatozoides,FIVhomólogos;o de distinta,Flvheterólogos,necesitandoenestecasola

denudaciónde la zona pelúcida. Los sistemasFIN homólogos son empleadospara la

obtención de embrionescuando la fecundación“in vivo” no puede llevarse a término

(problemasde infertilidad, ovocitosobtenidosde matadero,...) asícomoparael estudiode

los mecanismosfisiológicos implicadosen la fecundacton(BalI et aL, 1983; Nagai et al.,

1984; Cas et al., 1995; Martino et aL, 1995). La fecundaciónheteróloga,en la que se

utilizanmayoritariamenteovocitosdenudadosde hamsterdorado,esaplicadaprincipalmente

comotest de la capacidadfecundantede machos,siendotambiénutilizados,al igual que el

sistemaanterior,parael estudiode la fusión gamética(Kato et al., 1985;Grahamy Foote,

1987; Kusunoki et al., 1989; Tateno et al., 1996; Garde, 1992 b; Berger et aL, 1994;

Seidelet al., 1995; Palomoel al., 1995).El test deFucusutiliza ovocitosprocedentesde

algasparala selecciónde espermatozoidespotencialmentefértiles, evidenciandola capacidad

fecundantede un eyaculado(JimenezCabras,1995).

Los ovocitosempleadosparaambossistemaspuedenhabersidomadurados“in vivo”

(De Smedtet al., 1992;Crozetet al., 1995)ó “in vitro” (BalI et al., 1983; Songe Iritani,

1988; Martino et al., 1995; Cas et al., 1995; Park y Sirard, 1996), disminuyendo la

eficaciade los procesosFIN respectoa la fecundaciónnatural,de igual modoquecuandose

utilizan ovocitosmadurados“in vivo” frentea los madurados“in vito” (De Smedtet al.,

1992; Lorenzo, 1994; Crozetet al., 1995). Los ovocitosinmadurosobtenidosapartir de

ovarios de cabrassonespecialmentesensiblesa la temperatura (De Smedtetal., 1992).

Despuésde obtenerovocitosmadurosy espermatozoidescapacitados,debenfijarse

lascondicionesambientalesa las que sesometenlos gametosparaquela frcundacióntenga
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lugar. El tiempo y temperaturade cocultivo de ambosgametosasí comola concentración

espennáticautilizadavariaen función de la metodologíaempleadapor los distintosautores

(fabla 6). El númerode espennatozoidesutilizadosporovocito es un factor limitante del

éxito de la FIN (Berger,1989; Foxcroft et al., 1995; Palomoet al., 1995), ya que si se

utiliza una baja concentraciónpuede no producirsela fecundación,mientras que si es

demasiadoalta se puedenproducir fenómenosde poliespennia(Foxcroft et al., 1995). La

utilizaciónde 100 gg/ml de hepaxinasobreunaconcentraciónespermáticafinal de 5 millones

de espennatozoides/nilsemuestracomoeltratamientomásadecuadoparala capacitaciónde

semencaprinodebidoasumenorindice depoliespennia(Palomoet al., 1995).

Tabla6.- Condicionesdecocultivoutilizadasenla realizaciónFIN.

Especa Coiñd¡bációff~

Qioros~zt

Coitéñt-Espz.

~ú~nI)

FIN Refrrencs

Porcmo 3-5
28-29

2
2

Heterologa
Homologa

Bergery Parker 1989
Nagauetal., 1984.

Bovino 2
24-48

1-2
4

Heteróloga
Homóloga

Bousquetel al., 1982.
Ballet al., 1983.

Humano 1
1
16

2
2.5-20

-

Heteróloga
Heteróloga
Homóloga

RenardetaL,1996.
Wolfet a]., 1983.
Wolfet al., 1983.

Ovino 4-5
16 .

1
1

Heteróloga
Homóloga

Garde,1992b.
Crozeleta.,1987.

Caprino 25
5
18
17

400-500
10
1
1

Homóloga
Heteróloga
Homóloga
Homóloga

Songet al., 1988*.
Berger, 1989.
Coxetal.,1995.
MartinoetaL,1995.

* Espermatozoidesprocedentesdelepidídimo.
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El mantemniientode las propiedadesfisicoquímicasdurante todo el procesoes

determinanteparaconseguirbuenosresultados.El pH del medio de cultivo variaente7,4 y

7,8, mientrasque la osmolaridadosdila entre 290-300 mOsm/kg (Aitken et al., 1983;

Yanagi¡nachi,1984; Bergery Parker,1989). La concentracióngaseosaes la mismaque

lasutilizadasen los sistemasdemaduración“in vitro’ 2,5%de CO2y 95%de humedadenel

aire.La concentraciónde albúminautilizadaenlos mediosde cultivo varíaentre0,3 y 3,5%

(Yanagimadui,1984). La presenciade calcio y metabolitosexógenoscomo Lente de

energíason requeridosen el casode preincubacionesprolongadas.La adición de metil-

xantinasincrementala penetraciónespermáticaen ovocitosde bovino madurados“in vito”

(Hamawaldet al.,1995).

Los mediosutilizadosen FIN son básicamentelos mismosque los utilizados en la

maduración “in vito” de los ovocitos o en la preparación y capacitación de los

espermatozoides(BWW, M-199, KRB-m, TALP). La utilizaciónde antioxidantesal medio

de cultivo no resultaen un aumentodel número de ovocitos útiles madurados‘iii vitro”

(Elbassany Wright, 1995).

2.5.1.1. TEST DE HÁMSTER

En 1976 Yanagimachiy colaboradoresdescubrieronla capacidaddel ovocito de

hamsterdorado,tras eliminaciónde su zona pelúcida,de fusionarsecon espermatozoides

humanosdespuésde sercapacitadosin vitro” y habersuflido la reacciónacrosómica.A

partir de este momento, se realizaronnumerososestudiospara determinarla capacidad

fecundantede los espermatozoides‘in vitro’ mediantela aplicacióndel test de hamsteren

unagranvariedadde mamíferoscomométodoalternativoal test de penetraciónhomólogo.

Entreestasespeciessepuedeincluir el toro (Bousquety Brackett,1982; Grahaniy Foote,

1987; Kreysinget al., 1995),cabaflo (Brackettet al., 1982),verraco(Bergery Parker,

1989; Seidel et aL, 1995), ciervo (Garde et al., 1994), monieco (Garde, 1992 b;
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Choudbryet al., 1995)y machocabrio(Kato et aL, 1985;Kusunokietal., 1989;Berger,

1989; Berger et al., 1994; Palomoet al., 1995). Los resultadosobtenidosmediantela

fecundación“in vitro” heterólogasirven de ayuda en el diagnóstico y selecciónde los

individuos reproductores(Virgil y Leontic, 1986; Grahamny Foote, 1987) siemprey

cuandosehayancaracterizadopreviamentelas condicionesóptimasde estatécnicaparala

especieen cuestión(Grahamy Focte, 1987; Berger y Parker, 1989), existiendo, sin

embargo,variacionesenla metodologíaentrelos distintosautores(Tabla6).

Tabla6.- Variaciónde lascondicionesde cocultivoheteróloga(testde hamster)

Especie

Porcino

Thunwb

(horas)

1-5
1

Coadti~ó

(horas)?~

3-5
18

i~C6É~±E@

2(~ill5iiIs/m»

4
2

—n

ovocitos

20
30

Rttbrana

Bergerel al., 1989
Seideletal.,1995

Bovino -
-

3
3

1-2
6

5-10
-

Bousqueteta].,1982.
GrahamyFoot,1987.

Humano 3
3

3
3

2
2

20
40

SanchezySchill,1991.
Renardetal.,1996.

Ovino 1
1-3

4-5
5

10
6-9

20
20

Garde,1992b.
Chandhryetal., 1995.

Caprino 5,5
1
-

1
1
17

10
10-40

5

50
-
15

Kato et al., 1984.
BergeretaL, 1990.
Palomoetal.,1995.

Se ha demostradoque existe una relación directamenteproporcional entre la

concentraciónde espermatozoidesutilizada y el resultadodel test de hamster(Martin y

Taylor, 1983, Berger, 1989). Los resultadosencontradosen el test de hamstertras la
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utilizaciónde concentracionesespermáticasde 40 millonesde espz/mlen semencaprino,no

difieren significativamentede los obtenidoscon 10 millones espz/ml (Berger, 1989). La

concentraciónóptimaestablecidapordiversosautoresoscilaentre1 a 10 millonesde espz/ml

(Martin y Taylor,1983;Vigil y Leontie,1986; Choudhryetal., 1995).

Otra granventajaquepresentaestatécnicaeslaposibilidadde congelary almacenar,

porun tiempo indefinido de tiempo, los ovocitosobtenidosa partir de hembrasde hamster

doradassuperovuladas,evitandoel mantenimientode unacolonia deanimalesreproductores

y de sus instalaciones(Tobbacket al., 1991). Las tasasde recuperaciónde ovocitos

obtenidoscon membranapelúcidaíntegray citoplasmaesféricotras su descongelaciónse

sitúasobreel 94%(Tobbacket aL, 1991).

Se han realizado múltiples intentos de correlacionar las distintas pruebas de

laboratoriocon el test de hamster,no encontrándoseuna relación bien definida entre el

resultadodel test y parámetroscomo la movilidad o concentraciónespermática(Rogers,

1985).Gardeen 1992 b demostróla existenciade una correlaciónpositiva entreel test de

hamster, endósmosisy triple tinción en semen capacitado de morueco. Diversas

investigacionesrealizadasenespeciesdomésticasmuestranaltascorrelacionesentreel test de

hamstery la fertilidad “in vivo” en ganadovacunoy porcino (Grahainy Foote, 1987;

Berger y Parker, 1989), existiendo variación en la penetraciónde ovocitos entre los

distintos sementales(Bousquety Brackett, 1982; Garde, 1992 b). Berger en 1989,

observaunarelaciónpositiva perono significativaentreel TH y la morfometríaespermática

en semencaprino.

Los resultadospositivos obtenidosen el test de hamsterindican exclusivamentela

capacidadde los espermatozoidesensufrir la capacitación,RAy fisión conla membranadel

ovocito, por lo que no necesariamente,estos resultados positivos implican que los

espermatozoidesen cuestiónpuedanfecundar“in vivO”, ya quela fecundaciónimplica otros

muchosfactores.Ello hace,queestapruebano seatansensiblecomola FIN homóloga.Los
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muchosfactores.Ello hace,queestapruebano seatan sensiblecomola FIN homóloga.Los

resultadosnegativosindican claramenteque los espermatozoidessonincapacesde realizar

algunoo todos de los procesosanteriormentecitados,y que además,probablementesean

incapacesdefecundar“in vivo”.
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Materialy Métodos

3.1. MATERIAL

3.1.1. MATERIAL BIOLÓGICO

3.1.1.1.MACHOS REPRODUCTORES

Han sido seleccionadospara este estudio 5 machos cabrios, 3 de la raza

Malagueñay 2 de razaMurciano-Granadina,de un lote de partidade 10 individuos,

todosellospertenecientesal ÁreadeReproducciónAnimal del CIT/INIA de Madrid. La

edadmediadel rebañoal inicio de la experienciafue de 11 meses,siendo necesarioel

entrenamientoprevio de los mismosdurante3 meses.

Los machos fUeron mantenidos en régimen de semí-estabulación,con

alimentaciónhomogéneadurantetodo el año: piensoconcentrado(750 glanima]/día),

paja de cereales y heno de alfalfa (750 g~animalIdía), bloques de minerales-

oliogoelementosy aguaa libre disposicióna lo largodetodala experiencia.

Los animales frieron desparasitadosdos veces al año mediantela aplicación

intramuscularde 2 cc de Ivomec. Coincidiendo con el comienzodel invierno se les

sumiistróun complejovitamínico,2 ccVit. A+D.

3.1.1.2.HUEVOSDE GALLINA

Se utilizó comocrioprotectorno penetranteyemade huevode gallina, con no

másde 3-4 díasdesdela puestahastael momentode suutilización, siendoestetiempo

variabledependiendodela estacióndel año (enépocaestival sehaderealizarun control

másestricto).
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La calidadde la yemade huevovariaen función de la razay de la alimentación

delas gallinas.

3.1.1.3OVOCITOSDE HÁMSTER

Se emplearonovocitos congeladosde hamsterdorado (Mesocricetusauratus)

para la realización de la pruebade penetraciónespermática,suministradospor el

Departamentode Biología Celular y Fisiología, Facultadde CienciasBiológicas de la

UniversidadAutónomade Barcelona(Grossmannet al., 1991). Dichos ovocitos se

obtuvieron de hembrashamster superovuladascon PMSG y HCG. Quince horas

despuésde la inyecciónde HCG fueronsacrificadaspordislocacióncervical,extrayendo

los oviductos para obtenermasasde cúmulo ooforo. Las células del cúmulo fueron

dispersadascon hialuronidasaal 0.1%. Los ovocitosfueroncongeladoslibresde células

foliculares.

Los ovocitos se presentanen pajuelas termoselladasde 0,25 ml, con un

contenidomediode 12-13 ovocitos/pajuela.El almacenamientode las pajuelasserealiza

en tanquescriogénicosaunatemperaturade ~l96oC.

3.1.2.MATERIAL EMPLEADOEN LA RECOGIDADEL SEMEN

- Cajadetransporte.

- Colectoresde cristalgraduadosen 0,1 ml (10 mI), I.M.V. Mod. VA 134

- Estufa de incubación(ajustadaa + 370 C), SELECTAMod. 237

- Fundaprotectoraparavaginaartificial, I.M.V. Mod. VA 131

- Potro de sujecciónde lahembra

- Tubos cónicos intennediariosentrevaginaartificial y tubo colector, I.M.V.

74



Material y Métodos

ModVA 132

- Vagina artificial deovino-caprino,I.M.V. Mod. VA 130

3.1.3.MATERIAL EMPLEADO EN LA CONSERVACIÓNDEL SEMEN

- Barqueta,I.M.V. Mod. GC 001

- Pajuelas0,25 mI, LM.V. Mod. A 201

- Peinesdeaspiración,J.M.V. Mod. GC 001

- Pinzascon muescaparapajuelas,I.M.V. Mod.F 005

- Rampahorizontalde congelación,I.M.V. Mod. J 005

- Soportedebarqueta,I.M.V. Mod. GC 003

- Soportede distribuciónde pajuelas0,25 mI, I.M.V. Mod.GB 003

- Recipientecriogénicoparala congelacióndepajuelas,I.M.V. Mod.CD-50

- Recipientecriogénicode almacenamientode pajuelas,L’AJR LIQUIDE Mod.

GT 26

- Termómetrodigital, OMEGAMod. 45OATT

- Visotubosparala distribuciónde pajuelas,I.M.V. Mod. PA 002

- Vitrina de refrigeración, I.M.V. Mod.G006

3.1.4.MATERIAL DE LABORATORIO

- Agitadormagnético,SCHOTTIIBERICA Mod. SBSA-Ql

- Balanzade precisión,SAUTERMod. SD 1000T

- Bafiomaría,HAAKE Mod. W13

- Camarade T.V., JAVELIN Mod. J.E. 5520

- Centrífuga,HERAEUS SEPATECHMod. 2AT

- Cronómetrodigital
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- Espectrofotómetro,BAUSCH & LOMB Mod. “Spectronic20”

- Estereomicroscopio,CARL ZEISSMod. Citoval 2

- Estufade CO2,NAPCO Mod. 6100

- Estufade 3TC, BINDER Mod. WTB

- Filtrosdeacetatode celulosade 2 pm ,GELMAN

- Microscopioóptico,LEITZ Mod. Ortholux (conectadoa un circuito cerrado

deTV.)

- Microscopioóptico y decontrastede fases,CARL ZEISSMod. Standar

- Microscópiode fluorescencia,NIKON Mod. Optiphot-2

- Agitador,IIKA Mod. MS1

- Monitor deT.V. , SONY Mod. PVM-122 CE.

- Osmómetro,ADVANCED Mod. 3 MO.

- pHnietro,CRiISONMod. Micro/ph 2001.

- PipetaautomáticaBIOHiIT de SmI graduablede 50 gí

- PipetaautomáticaBIOHIT de 1000pl graduablede Sgl

- PipetaautomáticaEPENDORiFde 1000 pí graduablede igl

- PipetaautomáticaFJNNPIIPETTEDIGITAL de200 pl graduablede igl

- Placacalefactora,MINIITUIB Mod. 1-IT 400

- Placasde 4 pocillos, NUCLONMod.

- Placaspetri de 35x10mm. dediámetro,INTERMED

- Sistemade purificaciónde agua,M[LLII>ORE Mod. Mili RO

- Sistemade ultrapuriificaciónde agua,MILLIPORE Mod. Milli-Q Plus185

- Material fungible de laboratorio: pipetas pasteur de 145 mm, vasos de

precipitado,probetas,matracesaforados,termómetros,portaobjetoscon y sin

visel, cubreobjetosde 18x18 mm y 24x40mm, viales,papelde parafilin, ....
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3.1.5.MATERIAL OUIMICO

3.1.5.1.REACTIVOSUTILIZADOS EN LA CONSERVACIÓNDEL SEMEN

(Refrigeracióny Congelación)

- Acido Cítrico,MERCK 244

- Alcohol de polivinilo, SIGMA P-8136

- BES (Ácido N,N-bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfónico),SIGMA B-9879

- FructosaD(+), MERCK 5323

- Glicerol (d 1;26),RHÓNE-POULENC 24387.29

- Hidroxido potásico (KOH), PANREAC 17722

- Penicilina-Osódica,SIGMA P-3032

- Sulfatode dihidroestreptomicina,SIGMA S-9137

- TRIS (N-Tris(hidroximetil)aniinometano),SIGMA T-1378

3.1.5.2.REACTIVOSUTILIZADOS EN LA TRIPLE TINCIÓN

- Acido cacodílico,SIGMA C-0250

- Azul Tripán, MERCK 11732

- Etanol96%,PANREAC 141085

- Glutaraldehidoal 25%, SERVA23114

- MarrónBismark,SIGMA B-5263

- RosaBengala,SIGMA R-3877

- Trizmabase,SIGMA T-1503
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3.1.5.3.REACTIVOSUTILIZADOS EN LA INDUCCIÓN DE LA ItA.

- Calcio ionóforoA-23 187, SIGMA C-7522

- Dimetil Sulfoxido (DM50), SIGMA D-2650

3.1.5.4.REACTIVOSUTILIZADOS ENLA TINCIÓN VITAL

- Bromurode etidio, SIGMA E-8751

- Naranjadeacridina,SIGMA A-6014

3.1.5.5.REACTIVOSUTILIZADOS EN EL SISTEMAF.I.V.

- BSA fracciónV, SIGMA A-9647

- CI2Mg 6H20,MERCK 5833

- CICa 2H20,MERCK 2382

- ClIC, MERCK 4936

- CO3HNa,MERCK 6329

- Glucosaanhidra,MERCK 8337

- Hialuronidasa,SIGMA H-3 506

- HPO4Na,MERCK 6586

- LactatoCálcico 5H20,MERCK 102102

- Lactatode Sodio, SIGMA L-4263

- NaCí,PANREAC 141659

- Piruvatosódico,MERCK 6619

- PO4KH2,MERCK 4873

- Rojo fenol, SIGMA P-5530

- SO4Mg 7H20,MERCK 5886
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- Sulfato de dihidroestreptomicina,SIGMA S-9137

- Tripsina,DIFCO 0152-15-9

3.1.5.6.OTROSREACTIVOS

- Acido clorhídrico,PANREAC 131019

- Agua purificadamedianteósmosisinversa

- Citrato sódico 2H20, MERCK n
0 6448

- Glutaraldehidoal 25%,MERCK 4239

- Hidróxido sódico,MERCK 6498

- Parafina,SIGMA 400-5

- Permount,FisherScientiflc,SP15-500

3.2. METODOS

3.2.1. OBTENCIÓN Y CONTRASTACIÓN SEMINAL

Se seleccionaron5 machos cabríos a partir de un total de 10 animales,

transcurridoun periododeentrenamientode 3 meses,enbaseala libido y caracteristicas

seminales(volumen eyaculado,movilidad masal, movilidad individual, concentración

espermática,testde endósmosispositiva,morfoanomalíasy normalidadacrosómica).

El semenfue obtenido mediantevagina artificial (Evans y Maxwell, 1989)

utilizando una hembraovariohisterectomizadacomo estimulo sexual. Los animales

fueronsometidosaun régimensexualde dosrecogidassemanales,obteniéndoseun sólo

eyaculadoen cadasesion.
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Tras la recogidade los diferenteseyaculados,se procedió al traslado de los

mismosal laboratoriomedianteuna caja de transporte,manteniendoel semenen todo

momento en condicionesisotermas+36 ± iT, determinándosede manera rutinaria:

volumen eyaculado,movilidad masal,movilidad individual, calidad de movimiento y

concentraciónespermática.

Volumen y Aspecto fisico: se evaluóvisuainienteen el mismo tubo colector

graduado donde fue recogido, expresándoseen ml. Junto a este parámetro se

observaronposibles irregularidadesen cuanto al color, olor o aspectoque pudiera

presentaralgúneyaculado,procediéndosea sueliniinacion.

Movilidad ¡nasal (MM): se valoró la formación y progresión de ondas

producidas por la masaespermáticaen movimiento en una escalade O a 5 (Maxwell y

Evans, 1990). Las ondas fueron observadas mediante microscopio óptico (lOx)

conectadoaun circuito cerradode T.V. al colocarunagota de semenfrescosin diluir en

un portaobjetosatemperadoa 370C(Derivan, 1982).

Movilidad individual (MI): se estimó el porcentajede espermatozoidesen

movimiento (de O a 100)y la calidaddel mismo (C.M.) (de O a 5) (Maxwell y Evans,

1990).Se observóen unamuestrade semendiluido en citrato sódicoisoosmótico,entre

portaobjetosy cubreobjetospreviamenteatemperadosa 3TC, mediantemicroscopio

óptico conectadoa un circuito cerradode TV. (10x). El valor de la Ml seexpresaen

porcentaje.

Concentración espennática: se determinó mediante valoración

espectrofotométrica(Sorensen,1982). Sediluyen 0,05ml de semenen 20 ml de citrato

sódicoisoosmótico(1/400),midiendo el porcentajede transmitanciade la dilución del

semenfrente al citrato sódico a una longitud de ondade 540 nm. La concentración

seminal se obtiene a partir de una tabla de conversión,asignandoa cadavalor de
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transmitanciaunvalor de concentracióncalculadopreviamentemedianteun contadorde

partículas“Coulter Counter”. La concentraciónse expresaen miles de millones de

espermatozoidesporml de eyaculado.

De maneraperiódicaserealizaronotrasmedicionesde la calidadseminalde los

machos cabríos seleccionados:niorfoanomaliasespermáticas,test de endósmosis

positiva(E+) y normalidadacrosómica(NAR).

La estimacióndel porcentajede espermatozoidesque presentanalgún tipo de

niorfoanoinalias se realizó mediante la inclusión de una muestra espermática en

glutaraldehido al 2% en BL-1, procediéndose al recuento de 100 espermatozoides

mediantemicroscopioóptico (4(k).

Los protocolos del test de permeabilidadde membranay de normalidad

acrosómicaseránexplicadosen los apanados3.2.5.4.y 3.2.5.3.respectivamente.

Finalizada la contrastaciónseminal, se procedió a la eliminación de todos

aquelloseyaculadosqueno cumpliesenlos siguientesrequisitos:

Volumen>04ml

M.M. =4

M.I. =75 % de espzmóvilescon C.M. =4

Concentraciónespermática=3.000x lO6espzfml

Formasespermáticasnormales=85 %

NAR=%75

Con el fin de evitar la acción del factor “estación” y “fotoperiodo” sobrelas

característicasseminalesdel machocabrio,seprocedióa la recogidade datossobrela
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capacitaciónen semenfrescoy refrigeradodurantelos mesesde septiembrea diciembre,

alternándoseunay otraexperiencia.La congelaciónde las diferentesdosisseminalesse

realizó tambiénen estemismo período,siendo el estudiodel efecto ejercido por los

procesosde congelación-descongelaciónsobre la capacitaciónespermáticarealizado

durantelos mesesdefebreroamayo.

3.2.2. CAPACITACION DEL SEMENFRESCO

3.2.2.1.MEDIO DE LAVADO. PBS-Dni

El PBS de Dulbeccomodificado(PBS-Dm) (Tabla 7) ha sido empleadoen el

lavadoespermáticoprevio a la incubación con BWW, y en la manipulaciónde los

ovocitostrasla descongelación.

Tabla7.- Composiciónquímicadel PBS-Dm.

NaCí 136,89 mM

KCl 2,68 mM

Na2HPO4 8,10 mM

KH2PO4 1,46 mM

CaCI2 2H20 0,88 mM

NaPiruvato 0,32 mM

Glucosa 5,55 mlvi

RojoFenol 0,01 mM

PenicilinaG Sódica 0,06 gIl

Sulfatode dihidroestreptomicina 0,05 gIl

BSA(FracciónV) 3,00 gIl
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El PBS-Dm (en adelantePBS) se esterilizócon filtros de membrana,con un

tania5ode porode 0,22 gm, en cámarade flujo laminar. Los envasessealmacenaronen

una neveraa +50C duranteun periodo de tiempo inferior a los 45 días. Previo a su

utilizaciónlos mediossellevarona+370C.

3.2.2.2.MEDIO DE CULTIVO. BWW

Se utilizó el medio de Biggers, Whitten y Whittingham(BWW) suplementado

con 0,3 % de albúminaséricabovina(BSA) fracción V (Tabla 8) en la recuperaciónde

los espermatozoidesmóviles mediante “swím-up”, preincubaciónespermaticay co-

cultivo de gametos(Biggers,Whitteny Whittingba¡n,1971).

Tabla8.- Composiciónquímicadel medioBWW

NaCí 94,59 mM

KCI 4,78 mM

Lactatode Ca5H
2O 1,71 mM

K142P04 1,19 mM

MgSOc7H2O 1,19 mM

NaHCO3 25,07 mM

Piruvatode Na 0,25 mM

LactatodeNa 21,58 mM

Glucosa 5,56 mM

BSA (Fraccióny) 3,00 gIl

PenicilinaG Sódica 0,06 gIl

Sulfatode dihidroestreptomicina 0,05 gIl
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El BWW seesterilizómediantesu pasoatravésde filtros de membrana,conun

tamaño de poro de 0,22 pm, en una cámarade flujo laminar. Los envases se

almacenaronenunaneveraa+50C duranteun periodode tiempo inferior a los 45 días.

Previo a suutilización, el BWW pasaa una estufa(5% CO
2) durante2 horasparaque

seequilibre,estabilizandola temperaturay pH a7,4.

3.2.2.3.CAPACITACIÓN DEL SEMENFRESCO

Trasla obtenciónde 5 eyaculados(1 eyaculado/macho)seprocedióa la mezclay

homogeneizaciónde los mismosparaeliminar el factor individual, realizándosecon el

total unadilución 1/5 en PBS a los 10-15minutosde su recogida.El volumenfinal fue

dividido en 9 replicas,procediéndosea la recuperaciónde los espermatozoidesmóviles

mediante “swi-up”. Se añadió 1 ml de PBS a cada alícuota, centrifugándosea

continuacióna 200 g durante 10 minutos. Tras la separacióndel sobrenadantese

añadieron0,7 ml de BWW suplementadocon 0,3 % de BSA concuidadode no remover

el sedimento.Se incubóen unaestufaa+37
0C y 5%deCO

2durante1 hora,transcurrida

la cuál,serecuperaronlos 0,5 ml superioresde cadaalícuotay seprocedióa sudilución

con BWW + 0,3 % de BSA hastaunaconcentraciónfinal aproximadade 30-40millones

de espermatozoides/mI,“tiempo 0” (Esquema1).

Se tomaron como referencia del estado de capacitaciónel porcentaje de

espermatozoidesmóviles, calidadde movimiento,porcentajede espermatozoidesvivos,

normalidad acrosómica, porcentajede espermatozoidescon endósmosis positiva,

porcentajede espermatozoidesvivos con acrosoma,vivos sin acrosoma,muertoscon

acrosomay muertossin acrosomaa las 0, 3, 6, 9, 12 y 24 horasde incubación.Parala

realizaciónde este experimentofueron utilizados un total de 42 eyaculados,siendo

utilizadosportérminomedio 4-5 eyaculadosporexperiencia.
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1 eyaculado/macho

homogeneizacion

‘Ir

Esquema1.- Tratamientoseguidoenla capacitaciondel semenfresco.

Incubadon24 b a370C 1 5% C02

Utilizadondc 1 ml parala realizacion
delas distintaspruebasen los tiempos
0,3, 6,9, 12 y 24 h.
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3.2.3.CAPACITACIÓN DEL SEMENREFRIGERADO

3.2.3.1.DILUYENTES DE REFRIGERACIÓN

Para la determinacióndel efecto de la reftigeracióny congelaciónsobre la

fisiologia del espermatozoidecaprinofrieronutilizadosdosdiluyentes:a) Tris-Fructosa-

Cítrico (TFC) seleccionadoa travésdela bibliografiaporsuampliadifusión comomedio

de conservaciónde semenen diversasespecies,existeinedomultitud de variaciones.La

composición química del TFC utilizada por nosotrosse refleja en la Tabla 9; y b)

BesKOH, desarrolladoen este Área de ReproducciónAnimal para semencaprino

(Dunner,1991) (Tabla10).

Tabla9.- Composiciónquímicadel TFC.

Diluyente1

.

Tris

Fructosa

Ácido Cítrico

PenicilinaG Sódica

Sulfatode dihidroestreptomicina

Aguapurificada

Diluyente2

.

Diluyente 1

Glicerol

YemadeHuevo

pH

p.O.

2,OOg

2,50g

0,90g

soo.ooou
625 mgIl

100 ml

100 ml

4,00 ml

5,00ml

7,2

320 mosm/kg
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Tabla 10.-Composiciónquimicadel BesKOH

BesKOH

Diluyente1

.

SoluciónAcuosade Bes (320mosm/kg)

SoluciónAcuosadeKOH (686mOsmlKg)

PenicilinaG Sódica

Sulfatodedihidroestreptomicina

Diluvente2

.

Diluyente 1

Glicerol

YemadeHuevo

Bes 340mM KOH 3SOmM

pH 4,1 pH 13,15

320 mOsm/kg P.O. 686 mOsm/kg

72 ml

28 ml

500.0001-JI

625 mg/l

100,00 ml

4,00 ml

5,00 ml

7 ,2

340 mOsm/kg

Los diluyentespara la conservacióny criopreservacióndel semencaprino se

utilizan de forma seriada:Diluyente 1 <soluciónacuosabase>:empleadopara el lavado

seminaly primeradilución (a los 10 minutos); y Diluyente 2 (soluciónacuosabasecon

crionrotectores): es el diluyente base al cuál se le ha complementadocon

crioprotectores,4% de glicerol y 5% deyemade huevo.Previaadicióndel glicerol, se

realizauna centrifugacióndel diluyentecon el 5% de yemade huevoa 500 g durante30

minutos.

pH

P.O.
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3.2.3.2.REFRIGERACIÓN DEL SEMENCAPRINO

Una vez obtenidos 5 eyaculados(1 Eyaculado/macho)y tras una primera

valoraciónseminalse procedióa la mezcla,homogeneizacióny posteriorseparaciónen

dosalícuotas.A los 10-15minutos,cadamuestrafue diluida 1/5: unacon TFC y la otra

con BesKOH(sin yemade huevoni glicerol). Se separóla mitad del volumenfinal de

cadauna,obteniéndoseun total de 4 muestras.Unaalícuotade cadamedio serediluyó

1/2 con el mismo suplementadocon 5%deyemade huevoy 4%de glicerol, dividiendo

a suvez en 5 alícuotasy pasandoseguidamenteauna neverade +50C (B y T). Las dos

muestrasrestantesfueron divididos en 5 muestras,a las queseles añadió0,5 ml de su

respectivomediosin huevoni glicerol, procediéndoseaunadoblecentrifugacióna200 g

durante10 minutos. Se rediluyó el sedimentohastasu volumen inicial con el diluyente

anteriormenteutilizado, y se procedió a una dilución 1/2 con su respectivomedio

suplementadocon5%deyemade huevoy 4%glicerol. (BC y TC).

Todaslas muestrasasíobtenidasfueron llevadasa la neverade +50C (Esquema

2). El periodode refrigeraciónsefijó en 2 horas30 minutos,estimandoel tiempomedio

requerido por el inseminadordesdesu salida del centro hasta el momento de la

inseminaciónen las explotacionesmáslejanas.
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Refrigeraciona +5C
durante2h 30’

Esquema2.- Refrigeraciondel semende machocabrio.
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3.2.3.3.CAPACITACIÓN DEL SEMEN REFRIGERADO

Transcurridas2 horasy 30 minutosde permanenciaen la neveraa +50(2 (tiempo

medio estimadoentre la recogidaen un centro de inseminacióny su aplicacióna un

rebañode hembras)todas las alícuotasson centrifugadasa 200 g durante10 minutos

trasla adiciónde 1 ml de PBS.

Una vez separadodel sobrenadanteseañadieron0,7 ml de BWW + 0,3%de

BSA y se incubó durante1 hora enuna estufa3TC y 5% de (202. Transcurridoeste

tiempo se recuperaronlos 0,5 ml superioresdecadaalícuotay seprocedióa sudilución

conBWW + 0,3%deBSA hastauna concentraciónfinal aproximadade30-40millones

de espermatozoides/ml,“tiempo 0” (Esquema3).

Como referenciadel estadode capacitaciónse observaronel porcentajede

espermatozoidesmóviles, calidadde movimiento,porcentajede espermatozoidesvivos,

normalidad acrosómica, porcentaje de espermatozoidescon endósmosis positiva,

porcentajede espermatozoidesvivos con acrosoma,vivos sin acrosoma,muertoscon

acrosomay muertossin acrosomaalas 0, 3, 6, 9 y 24 horasde incubación.

Para la realización de este experimentofueron utilizados un total de 56

eyaculados,siendoempleadosportérmino médio4-5 eyaculadospordíade expenencia.
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Recuperacionde 0,5 ml
superiores

‘Ir
Dilucion conBWW + 0,3 % BSA
Concentr.30- 40 millonesespz/ml

It

Sobrenadante

Esquema3.-. Tratamientoseguidoparala capacitaciondel semencaprinorefrigeradodurante
2 h. 30’ a +50.

Incubacion24h a 370(2 / 5% C02

Utilizacion de 1 ml parala realizacion
de lasdistintaspruebasen los tiempos
0,3, 6, 9, 12 y 24 h.
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3.2.4. CAPACITACIÓN DEL SEMENCONGELADO

3.2.4.1.DUJUYENTESDECONGELACION

Los diluyentesde congelaciónaparecenreflejadosen las Tablas9 y 10.

3.2.4.2.CONGELACIONDEL SEMENCAPRINO

Tras la obtención, homogeneizacióny valoración seminal se procedió a la

separacióndel volumenfinal en2 alícuotas.Cadaunade ellasfUe diluida 1/5 alos 10-15

minutosde su recogidacon TFC y BesKOH (sin yema de huevo ni glicerol). Ambas

muestrassedividieron en dos;unaalícuotadecadamedio serediluyó 1/2 con el mismo

suplementadocon 5%deyemadehuevoy 4%de glicerol pasandoseguidamentea una

neverade +5”C (B y T). Las otrasdos alícuotasfUeron diluidas 1/2 con su respectivo

medio(sin huevoni glicerol), procediéndoseaunadoble centrifUgacióna 200 g durante

10 minutos. Se rediluyó el sedimentohasta su volumen inicial (previo a la segunda

dilución) con el diluyenteanteriormenteutilizado, y se procedióa una dilución 1/2 con

surespectivomedio suplementadocon 5% de yemade huevoy 4%glicerol. (BC y TC).

Todas las muestrasasí obtenidasfUeron llevadas a la neverade +50C Todas las

alícuotasobtenidasserefrigeraronhastaalcanzarunatemperaturade +50C (velocidadde

enfriamientode -0,220C/min.).En esemomentoseprocedeal envasadoen pajuelasde

0,25 ml y a su selladocon alcohol de polivinilo, siendo la concentraciónespermática

media de cada pajuelade 100 millones espz. Las pajuelas son depositadassobreun

soportehorizontal,permaneciendoa+50Cdurante20-30 minutos.

Transcurridoestetiempo seprocedióa su congelaciónen el tanquecriogénico.

Secongeláen vaporesde nitrógenolíquido durante10 minutosa unadistanciade 5 cm

del nivel del N
2L. Las pajuelasfUeron posteriormentealmacenadasen tanquesde KL

hastael momentode su utilización(Esquema4).
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Esquema4.- Diseñoexperimentalparala congelaciondel semencaprino
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3.2.4.3.DESCONGELACIÓNDE DOSISSEMINALES

Las pajuelasfrieron descongeladasutilizando un bafiomariaa +60 0C durante8

segundos(velocidadde descongelación:+1.5000C/min) Seprocedióa la contrastación

inicial de las pajuelastras 15-20 minutos a fin de permitir su equilibración. Aquellas

dosiscon unporcentajede espermatozoidesmóviles inferioral 40 % fueronrechazadas.

Cadaalicuotaestáformadaporel contenidode 3 pajuelasde 0,25 ml.

3.2.4.4.CAPACITACIÓN DEL SEMENCONGELADO

Trasla descongelaciónde las pajuelas,todaslas alícuotassonadicionadascon 1

ml de PBS procediéndosea continuación a su centrifrigación a 200 g durante 10

minutos,decantandoel sobrenadantey añadiendo0,7 ml de BWW + 0,3%de BSA al

sedimento.Se incubó durante 1 hora en unaestufa370C y 5% de CO
2 transeunidoel

cuál, serecuperaronlos 0,5 ml superioresde cadaalícuotay seprocedióa su dilución

conBWW + 0,3%de BSA hastaunaconcentraciónfinal aproximadade30-40millones

de espermatozoideslml,“tiempo 0” (Esquema5).

Como referencia del estado de capacitaciónse reseñaron: porcentajede

espermatozoidesmóviles,calidadde movimiento,porcentajede espermatozoidesvivos,

normalidad acrosómica, porcentaje de espermatozoidescon endósmosis positiva,

porcentajede espermatozoidesvivos con acrosoma,vivos sin acrosoma,muertoscon

acrosomay muertossin acrosomaa las 0, 3, 6, 9 y 24 horasde incubación(Esquema

5).

Para la realización de este experimentofUeron utilizados un total de 38

eyaculados,siendoutilizados4-5 eyaculadospordíade expenencía.
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Descongelacion 7” a 600C
3 pajuelas por alicuota

(Esquema 4)

Centrifugar200 g x 10’

0,7 ¡nI 1MW + #4%ESA ¡—* Sobrenadante

Incubacion1 b

6’370C/5%C02

Ir
Recuperacionde0,5 ml

superiores

4,
Dilucion conBWW + 0,3 % BSA
Concentr.30- 40 millonesespz/ml

1.~

Esquema5.- Tratamientoseguidoen la capacitaciondel semencaprinocongeladoparacada
unade lasseriessegunesquema4.

Incubacion24 h a 370C 1 5% C02

Utilizacion de 1 ml parala realizacion
de las distintaspruebasen los tiempos
0,3, 6, 9, 12 y 24 h.
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3.2.5. CONTRASTACIÓNDEL SEMENCAPACITADO

3.2.5.1.MOVILIDAD INDIVIDUAL (MI)

3.2.5.1.1.Soluciónacuosade citratosádicoisoos¡nótico

La solución isoosmóticaempleadaen la determinaciónde la concentración

espermáticay valoraciónde la movilidad individual fUe una soluciónde citrato sódico,

siendoajustadasupresiónosmóticaa320±3mOsmlKg medianteun osmómetro(Tabla

11).

Tabla 11.-Composiciónquímicade la soluciónde citrato isoosmótico.

3.2.5.1.2.Protocolo

La MI fUe expresadaen porcentajede espermatozoidesmóviles(0-100%)(E.M.) a

la vez que se valorabala calidaddel movimiento desarrolladopor los espermatozoides

(C.M.) siguiendo la escalapropuestapor Maxwell y Evans (1990), siendo el valor O

correspondientede acinesistotal y el 5 aun movimientoprogresivorápidoy lineal.

La determinaciónde estosparámetrosse realizó en una gota de 3~l de semen

diluido en citrato isoosmótico, entre porta y cubreobjetos atemperadosa +370C,

observándoseen un microscópioóptico en campoclaroconectadoa un circuito cerradode

TV. conun objetivo de lOx.

CitratoTrisódico~2I{2O 34,6 g

Aguapurificada 1000 ml

PO. 320i3mOsm/kg
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3.2.5.2.INDICE DE VITALIDAD

3.2.5.2.1. Soluciónde trabajodeNaranjade acridina

Parala determinacióndel porcentajedeespermatozoidesvivos seutilizó la tinción

vital de NaranjadeAcridina(Ichhnuraet al., 1971; Stockcrtet al., 1991; Hoshi et al.,

1996). El tipo de fluorescenciaemitidaporel naranjade acridinadependede la existencia

de enlacestioles/disulfliros presentesen las protaniinasnuclearesque seasocianal ADN

(Kosoxer et aL, 1992). Dicho fluorocromo se intercala en la doble hélice de ADN

(asociadaa protaminasricas en enlacesdisulfliros) como monómero,generandouna

fluorescenciaque osciladel verdeal amarillo. Trasla desnaturalizaciónde la doble hélice

(asociadaa protaminasricasen enlacestioles), el naranjade acridina se une formando

agregados,generandounafluorescenciaquevaríadel naranjaal rojo.

La soluciónpatrón(Tabla 12) deNaranjade acridina(Tejada,1984)fue repartida

en alícuotasde 1 ml y almacenadaa -200C, siendo llevadaa temperaturaambienteen el

momentode la realizaciónde la soluciónde trabajo.La soluciónpatrónfue diluida 1/100

enPBSsin rojo Fenolni BSA, siendoestasoluciónde trabajoenvasadaen cristal topacioa

+50Cduranteun máximode 30 días.

Tabla 12.- Composiciónquímicade

(Naranjade acridina).

la soluciónpatrón y de trabajo parala tinción vital

SoluciónPatrón Naranjade Acridina 15 mg

Etanol 1 ni]

Aguapurificada 50 ml

Soluciónde trabajo SoluciónPatrón 1 ml

PBS(sinBSAniRojoF.) 100 ml
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3.2.5.3.ESTATUSACROSOMAL

3.2.5.3.1. Glutaraldehido al 2%en BL-1

Parala realizaciónde la soluciónde trabajose mezclaron8 ml de Glutaraldehido

al 25% con 92 ml de soluciónBL-1 (Tabla 13).

Tabla 13.-Composiciónquímicadel BL-1 (Pursely Jonbson,1974).

3.2.5.3.2.Protocolo

El estadodel acrosomasedeterminótrasla inclusión de 200 pl de las diferentes

muestrasen 200 pl de glutaraldehido al 2% en BL-1 (Vázquez et al., 1984 a),

examinándoseposteriormenteun total de 200 espermatozoidespor medio de un

microscopio de contrastede fasesa 40x. Los espermatozoidesfueron clasificados

atendiendoa suintegridadacrosómica(Lámina2):

* espermatozoidesconacrosomaintacto (“normalidadacrosómica”,NAR)

* espermatozoidescon acrosomadegeneradoo perdido.

Glucosamonohidratada 2,9 g

CitratoTrisódico~2H2O 1,0 g

BicarbonatoSódico 0,2 g

AguaPurificada 100,0 ml
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3.2.5.4. TESTDEPERMEABILIDAD DEMEMBRANA

3.2.5.4.1. Soluciónhipoesmótica

Seutilizó una soluciónhipoosmoticade citrato sódico(100 mOsm/Kg) (Tabla

14) para la determinacióndel porcentajede endósmosis.La solución empleadafue

almacenadaa+50C duranteun periodono superioralos 30 días.

Tabla 14.-Composiciónquímicade la soluciónde endósmosis.

3.2.5.4.2.Protocolo

La determinaciónde la integridadde la membranaplasmáticacónsisteen someter

al espermatozoidea unasoluciónhipoosmótica,provocandoel pasodel aguaatravésde

la membranadesdeel medio extracelularhaciael interior de la célula espermáticapara

lograrel equilibrio osmótico. La pruebade endósmosisvaríaen cuantoa la P.O. de la

solucióny tiempo de exposiciónde los espermatozoidesa la misma, dependiendode la

especieutilizada: verracoy morueco(Vázquez,1980), humano (Jeyendran,1984),

conejo(Gafo,1992)y caprino(Cortés,1994).

Semezclaron200 ¡±1de cadaalícuotacon 200 ~ilde la soluciónhipoosmóticade

100 mOsm/kg durante20 minutos a temperaturaambiente. Las muestrasse fijaron
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3.2.5.5.TRIPLE TINCIÓN

3.2.5.5.1.Colorantesempleadosen la triple tinción

El pH de todos los colorantesutilizadosen estatinción esajustadomediantela

utilizaciónde CIN(lN) y/o NaOH (lN). El TripanAzul sehade prepararel mismo día

de su utilización. El restode los colorantessonalmacenadosa +50C en unaneverapor

un tiempo no superiora los 15 días. La Tabla 15 refleja la composiciónquímicade

todos los colorantesempleadosen la técnicadescritapor Talbot y Chacon(1981) y

adaptadaporGarde(1992)asemenovino.

Tabla 15.-Composiciónquímicade los colorantesempleadosen la Triple Tinción.

TRIPAN AZUL TripanAzul

BWW(sinBSA)

0,1 g

10,0 ml

CACODIiLATO

pH: 7,2

Glutaraldehido(25%)

Ac. Cacodilico

AguaUltrapura

12,00 ml

2,14 g

88,00 ml

MARRON BISMARK

pH: 2,8

Alcohol-etílico

MarronBismack

AguaUltrapura

30,0 ml

0,8 g

70,0 ml

ROSADEBENGALA

pH:5,3

Tris

Rosade Bengala

AguaUltrapura

1,2 g

0,8 g

100,00 ml

3.2.5.5.2.Protocolo
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Se empleó la triple tinción adaptadapor Garde y col. (1992) a semende

moruecocomo técnica para la determinaciónde la vitalidad espermáticay estatus

acrosomal.

Parala realizaciónde dichatinción semezclaron200 pl de cadamuestracon 200

pl de tripán azul al 1% en BWW y seincubarondurante 15 minutos a 370C. Tras el

periodo de incubación se realizó una extensiónsobreun portaobjetosdesengrasadoy

precalentado,dejándolosecaral aire. Unavez secassefijan a temperaturaambienteen

unasoluciónde glutaraldehidoal 3%tamponadacon cacodilatosódico0,1 M (pH 7,2)

durante30 minutos. Los portassonlavadosconaguadestiladay sedejansecaral aire,

siendo introducidos a continuacióndurante 10 minutos en una solución de marrón

Bismarkal 0,8% a +410C (pH 2,8). Trasun nuevolavadocon aguadestiladasedejan

secaral aireparapasara unasoluciónde rosadeBengalaal 0,8% (pH 5,3) durante20

minutosa temperaturaambiente.Se procedióaun nuevolavadoy secadode todaslas

preparacionesal aireparasu posteriormontajeen Permount.Se contabilizaronun total

de 100 espermatozoidesclasificándolosen cuatrocategoríassegúnsu vitalidady estatus

acrosomaldependiendodesu tonalidad(Lámina4):

1. Regiónacrosomalrosay post-acrosomalligeramentemarron:

espermatozoidevivo conacrosomaintacto (VA).

2. Regiónacrosomaly post-acrosomalligeramentemarrón:

espermatozoidevivo conacrosomareaccionada(VR).

3. Regiónacrosomalrosay post-acrosomalmarrónoscuro:

espermatozoidemuertoconacrosomaintacto (MA).

4. Regiónacrosoma]y post-acrosomalmarrónoscuro:

espermatozoidemuertoconacrosomareaccionado(MR).

104





Materialy Métodos

3.2.6. INDUCCIÓN DE LA REACCIÓNACROSÓMICA

3.2.6.1. Ca2tIONÓFORO.SOLUCIONDE TRABAJO.

Se realizaronalícuotas(100 ¡fi) de la soluciónpatrónCa2~ ionóforo (SigmaC-

7522) 1 mM y solucióncontrol(DMSO) (Tabla 16), siendocongeladasa -2mChastael

momentode su utilización.Trasla descongelación,dichasalícuotassondiluidas 1/10en

BWW + 0,3%BSA, resultandola concentraciónfinal de Ca2~ ionóforo utilizada en la

inducciónde la reacciónacrosómicade 1 gM.

Tabla 16.-Composiciónquímicadel Ca24ionóforo 1 mM y solucióncontrol.

1 mM Ca24 ionóforo

DMSO

1,04 mg

100 pi

Control DMSO 100 ¡tI

3.2.6.2.Protocolo

Para la determinaciónde la inducciónde la reacciónacrosóni]capor el calcio

ionóforo se utilizó el test A.R.I.C. (AcrosomeReaction to Ionophore Challenge)

(Cu¡nm¡nset al., 1991).Tras la capacitaciónde las distintasmuestras(tiempo Oh) de

semenheterospérmico(fresco,refrigeradoy congelado)e individual, seprocedióa la

realizaciónde cuatroalícuotasde 500 pl con una concentraciónaproximadade 30-40

millonesde espz/ml.
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Seadicionó5 pl de Ca2~ ionóforo A23 187 (lmM) (concentraciónfinal 1 ¡M) a

tres alícuotas, siendo la cuarta suplementadacon 5 pl de solución control,

procediéndosea continuacióna la homogeneizacióne incubaciónen bañomariaa +370C

durante10 minutos. Transcurridoestetiempo secentriñigódurante10 minutosa 200 g.

Se separóel sobrenadantey seañadió100 iil deBWW nuevo suplementadocon 0,3 %

BSA al sedimento(Esquema6).

Se valoró la vitalidad y estatusacrosomalmediantela Triple Tinción de las

distintas alícuotas. El porcentaje de espermatozoidesinducidos se obtiene de la

diferencia entre los V.R. obtenidosen la muestracon Ca» ionóforo A23 187 y el

control.
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500 pl semen
+

5 ial control (DM50)

500 Ial semen
+

5 ¡al Ca ¡onoforo (1 mM)

¡

1

r

Incubacion a + 3700/10 mm

Ir__

mm.

1
Centrifugacion 200 g/ 10

~* Sobrenadante

1r
% Espz. VR.

Expontaneo (control)
(VR.E.)

“‘~‘* Sobrenadante

ARIO = VR.l. - VR.E.

Esquema 6.- Diseño experimental seguido en el estudio de la reaccion acrosomica
inducida y expoentanea.

Alicuotas de semen capacitado

“Tiempo Oh”

Semen Puro, Refrigerado y Congelado

Ir

jr

Triple Tincion

1r
% Espz. V.R.

Inducido con Ca lonoforo
(VR.l.)
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3.2.7.2.Protocolo

Transcurrido el tiempo de descongelación-equilibracióny mediante control

estereomicroscópicoseeliminanaquellosovocitosqueno presentenmembranapelúcida

íntegra, citoplasma esférico y primer corpúsculo polar liberado. Los ovocitos

seleccionadossonlavadostresvecesen PBS con el objetivo de eliminar posiblesrestos

del diluyente de congelación.Posteriormenteson sometidosa la degradaciónde la

membranapelúcidapor inclusión de los mismosen tripsinaal 0,1%en PBS durante1-2

minutos(Lámina6). A continuaciónselavande nuevoen PBS y pasanen grupode 9-

12 en placaspetrí en microgotasde 300 j.d deBWW+0.3% BSA cubiertasporaceitede

parafina.

Se procedea la inseminaciónde los ovocitos añadiendo3 ¡fi de cadamuestra

seminal (concentraciónaproximadade 3 Ox106 espz/ml), procedentede los diferentes

tratamientosespermáticosutilizados, a la microgota.

Tras el co-cultivo durante4-5 h. a 370C / 5% C02 en atmósferasaturadade

humedadseprocedeal control de fertilización de los ovocitos inseminados.Mediante

una lupa binocularse procedea la aspiracióny doble lavadode los ovocitosen BWW

frescocon el objeto de eliminarel excesode espermatozoidesadheridosala membrana

citoplasmática(Lámina6). Los ovocitos sonde nuevo agrupadosy transferidosa un

portaobjetos(desengrasadoen alcoholeter),situándolosen posicióncentral,procurando

de arrastrar la mínima cantidad de medio. El cubreobjetosse coloca y presiona

alternativamente,previaadición de vaselinaen las cuatroesquinas,sobreel portaobjetos

hastaquelos ovocitossecomprimenlo suficienteparapoderseranalizadosmedianteun

microscopiode contrastede fases(xlOOO). Se marcala posiciónde cadaovocito en el

portacon ayudade la lupa para facilitar su posteriorobservaciónen el microscopio

(Esquema7).
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Observacion en microscopio
de contraste de fases

(1000x)

Esquema 7.- Tratamiento seguido en la Fecundacion “in vitro” de ovocitos
congelados de hamster con semen caprino.

0Vo c it o9

1 2

ovocitos

Aceite de
paratina

1 2

~vvw ~ ~#ww

3 ---4

Espermatozoides
5 1j1 (30-40millones espz/mI>

Cocultivo 4-5 h
37

0C ¡ 5% C02
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Se consideró como ovocitos penetradosaquellos que presentabanen su

citoplasma cabezas hinchadas o pronúcleos masculinos acompañadosde colas

espermáticasvisibles. Es frecuenteapreciarvarias cabezasde espermatozoidesen el

interiorde un mismoovocito, ya que,al eliminar lazonapelúcida,estamoseliminando la

barreracontrala polisperniia (Lámina7).

Es fundamentalcontabilizarcomo fecundadosúnicamenteaquellosovocitoscon

pronúcleosque poseenuna colaasociadao identificableen unaregiónpróximaa ellos,

ya que los ovocitos de hamsterpresentanuna elevadapredisposicióna la activación

partenogenéticay , por tanto, la presenciade núcleoso micronúcleosen su interior no

presuponequeseandebidosaunafertilizacion.

Del estudiode los resultadosen el TH seestudiarondosvalores:

* Porcentajede penetración (PP): Porcentajede ovocitosque contienenen su

citoplasmauna o más cabezasdescondensadasy/o pronúcleosmasculinoscon

colaidentificableen relaciónal númerototaldeovocitosexaminados.

* Indice de penetración a’t Número total de cabezasdescondensadasy/o

pronúcleosmasculinos con cola identificable dividido entre el número de

ovocitospenetrados.Es indicativodel gradode polispermia.
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3.3. DISEÑO EXPERIMENTAL

3.3.1. Experiencia1: Efecto de los procesosde conservacióndel semencaprino

sobresu perfil decaDacitacióny viabilidad espennática“in vitro”

.

En esta primera experiencia se pretendeestudiar el efecto ejercido por la

refrigeracióny congelaciónsobrela capacitacióny viabilidad espermática.Como primer

objetivo se planteala determinaciónde la curva de capacitaciónen semenfresco

heterospérmicocaprinodurante24 horassegúnel apartado3.2.2.. La observacióndel

porcentajede espermatozoidesmóviles, calidad de movimiento, índice de vitalidad,

estatusacrosomal,testde permeabilidadde membranay triple tinción (apanado3.2.5.)

sonutilizadoscomométodosde diagnosisdel estadode capacitacióndel semencaprino

durantetodoel períododecapacitación.

Como segundoobjetivo dentrode estaexperienciase planteaestudiarel efecto

ejercido por las bajas temperaturasdurantela refrigeración (+50C) y congelación(-

1 960C),asícomoporlos diferentesdiluyentesy metodologías(con o sin centrifugación)

(apartado 3.2.3. y 3.2.4.) sobre la curva patrón de capacitacióndel semenfresco

previamenteestablecida,estudiándoselos mismosparámetrosqueparael semenfresco

heterospérmico

3.3.2. Experiencia 2: Efecto inductor del Cm 2+ ¡onóforo sobre la reacción

acrosómica en semen caprino heterospérmico fresco, refrigerado y

congelado<testAric)

.

Conesteestudiose pretendeconocerla influenciadel ionóforo A23187 sobrela

capacitaciónespermáticadel machocabrio en diferentescondicionesde conservación

(refrigeracióny congelación)medianteel testARIC (apanado3.2.6.).La valoraciónde
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dicho test se realizo mediante la triple tinción (apartado3.2.5.5.), considerandola

variable “espermatozoidesvivos reaccionados”como la de mayor relevanciadebidoa

susimplicacionesdurantela fecundación.

La influenciade los diferentesdiluyentesasi como los métodosde refrigeración

(apartado3.2.3.) y congelación(apartado3.2.4.) empleadosen este estudio son

analizadosmedianteestatécnicafrentea los resultadosobtenidosen el semenfresco.

3.3.3. Experiencia 3: Fecundación “in vitro” en semen caprino capacitado

.

Correlaciónconotrastécnicaslaboratoriales

:

El objetivo de estaexperienciafue determinarel gradode fecundación“in vitro”

a partir deespermatozoidescapacitadosde machocabriomediantela utilizacióndel test

de hamster(apanado3.2.7.). Esta experiencia se realizó utilizando semen fresco,

refrigerado y congeladoa fin de determinarel efecto ejercido por los procesosde

conservaciónespermáticasobrela fusión gamética.

A partir de los resultadosobtenidosse establecieronlas posiblescorrelaciones

existentesentreel restode las variableslaboratorialesy el TH.

3.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los resultadosencontradosen esteestudioestánrepresentadosen las diferentes

tablasmediantela media + error estandar,apareciendoentre paréntesisel valor del

coeficientede variación,siendoesteparámetroindicativo del porcentajede la población

representadopor la media.
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El estudio estadisticode los distintos experimentosplanteadosse realizó el

programaestadísticoSIGMA. Se empleó el análisis de varianza como método de

estimación de la variabilidad y significancia existente entre las distintas variables

aplicadas,siendola técnicade Schefféla utilizadapararealizarcomparacionesmúltiples,

ya queesválidaparael casode que las distintasmuestrasno tenganel mismo tamaño,

estandoconcebidapara todo tipo de contrastes,incluidas combinacioneslineales de

medias. Para el análisis específico de determinadascondiciones,se procedió a la

realizaciónde unacomparaciónbilateral de mediasmediantela 1 deStudent.
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