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1 RESUMEN

El fluido folicular conforma el entorno bioquimico en el que se desarrolla el ovocito previo a
su ovulacién. Contiene hormonas, iones, metabolitos y factores de crecimiento entre otros
muchos compuestos, cuya concentracion varia a lo largo del ciclo reproductivo estral. Alguno de
estos compuestos podria estar involucrado en la respuesta quimiotdctica de los espermatozoides,
mediante la cual serian guiados hacia el ovocito para que se produzca la fecundacidn. Otro
requisito fundamental para la fecundacién es la capacitacién, conjunto de cambios moleculares y
bioquimicos que sufre el espermatozoide y le confieren capacidad fecundante.

En estudios realizados en ratdon y humano, se ha descrito que el fluido folicular ejerce una
accion quimioatrayente para los espermatozoides, pero hasta el momento no existe ningin
estudio en la especie ovina. Por ello, el objetivo central de este trabajo consistid en estudiar la
capacidad quimiotactica del fluido folicular de la oveja sobre los espermatozoides ovinos.

Teniendo en cuenta la composicidon variable de dicho fluido a lo largo del ciclo estral, se
ensayaron fluidos foliculares obtenidos de dos momentos distintos del ciclo: en fase folicular
temprana (proestro) y luteal temprana (metaestro), ambos a concentraciones de 2% y 10% (v/v).
Dado que algunos estudios apuntan a que sdlo los espermatozoides capacitados son capaces de
responder ante un agente quimiotdctico, en este estudio se usaron tanto espermatozoides sin
capacitar, como capacitados in vitro en presencia o ausencia de agentes elevadores de AMPc
(cocktail y control, respectivamente). Tras la valoracién previa del estado de los espermatozoides
(motilidad, viabilidad y estado de capacitacion), se realizaron los ensayos de quimiotaxis
utilizando camaras IBIDI® u-Slide Chemotaxis, y se analizaron mediante el software de acceso libre
OpenCASA, que proporciona un valor de indice quimiotactico.

Los resultados obtenidos demuestran que el fluido folicular, tanto obtenido en fase folicular
como luteal temprana, ejerce una accidon quimiotactica a ambas concentraciones ensayadas,
atrayendo hacia si, de una manera significativa, Unicamente a los espermatozoides capacitados in
vitro. Se puede afirmar por ello, que el fluido folicular actia como quimioatrayente espermatico
en la especie ovina.
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2 ABSTRACT

Follicular fluid is the biochemical environment in which oocytes develop before ovulation. It
contains hormones, ions, metabolites, growth factors and some other compounds which
concentration vary along the oestral reproductive cycle. Some of these compounds may be
involved in spermatic chemotactic response, which guides spermatozoa towards the oocyte for
producing fertilization. Other main requierement for fertilization is capacitation, in which
spermatozoa suffer molecular and biochemical changes necessary for acquire fertilizing ability.

Follicular fluid has a chemotactic effect on mouse and human spermatozoa, but, so far, this
effect has not been demonstrated in ram sperm. Thus, the main objective of this work was to
evaluate the follicular fluid chemotactic effect on ram spermatozoa.

The composition of follicular fluid varies along the reproductive cycle. Thus, we evaluated ewe
follicular fluid obtained from two different stages of oestruscycle, early follicular phase
(proestrus) and early luteal phase (metaestrus), both at 2% and 10% (v/v) concentrations.
Previous studies had concluded that only capacitated spermatozoa show response towards
chemotactic compounds, so in this study were used not only swim-up selected spermatozoa (non-
capacitated), but also capacitated spermatozoa in vitro in the presence or absence of cAMP rising
factors (named cocktail and control, respectively). After sperm evaluation (motility, viability and
capacitation), chemotactic assays were performed in IBIDI® p-Slide Chemotaxis chambers, and the
results were analyzed by the OpenCASA software, that can calculate the chemotactic index.

Our results demonstrate that both follicular fluids, obtained in early follicular phase and early
luteal phase, produce a chemotactic response at both concentrations tested, only on in vitro
capacitated spermatozoa. In conclusion, follicular fluid is a spermatic chemoattractant in sheep.
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3 INTRODUCCION

3.1 Procesos sufridos por el espermatozoide en el tracto reproductor
femenino

In vivo, los espermatozoides de la especie ovina, asi como los de todos los mamiferos
euterios, incluido el hombre, necesitan permanecer algunas horas en el tracto reproductor
femenino para adquirir la capacidad de fecundar el ovocito, ubicado en el oviducto (1,2). Este
potencial que adquiere el espermatozoide para poder realizar la fecundacién, conocido en su
conjunto como capacitacion, implica una serie de profundos cambios biofisicos y bioquimicos, la
hiperactivacidon del movimiento de los mismos y la reaccién acrosémica, previos a la unién con el
gameto femenino (3).

3.1.1 Capacitacion espermatica

Tras la cépula o inseminacion artificial, los espermatozoides atraviesan el Utero y llegan al
istmo del oviducto, donde quedan depositados en los reservorios, que son plegamientos
epiteliales de la mucosa que caracterizan a este organo. Aqui es donde los espermatozoides
pierden los factores decapacitantes, entre los que encontramos los mucopolisacaridos y proteinas
aportadas por las glandulas sexuales accesorias en el momento de la eyaculaciéon (3). En este
momento comienza el proceso de capacitacion espermatica, que no llevan a cabo todos los
espermatozoides a la vez, sino en oleadas.

Este proceso implica una serie de modificaciones a nivel de membrana plasmatica, como la
salida de colesterol, un aumento en la concentracién de iones intracelulares, especialmente el
calcio y el bicarbonato (3) y el aumento en la fosforilacién de proteinas y actividad protein quinasa
(4), que inducira los procesos de hiperactivacion flagelar y reaccidon acrosémica (5).

La salida de colesterol se relaciona con un aumento de la fluidez de membrana, asi como de
una redistribucidn en las proteinas de la misma, lo que facilita el movimiento de iones a través de
canales idnicos (6), desembocando en la hiperpolarizacion de la membrana plasmatica
espermatica. Se fomenta asi la activacion de la adenilato ciclasa (7), y con ella, la generacién de
AMPc , que dard lugar a la posterior activacion de la proteina quinasa A (PKA). La PKA provocara
la fosforilacién de proteinas en residuos de tirosina (5), tanto en el flagelo como en la cabeza,
que daran lugar a los procesos de hiperactivacion flagelar y reaccion acrosémica posteriores (8).

3.1.2 Hiperactivacion flagelar

En el tracto reproductor masculino, a su paso por el epididimo, los espermatozoides van a
adquirir la capacidad de activacion de batido flagelar, confiriéndoles el movimiento de avance
rectilineo que poseen tras ser eyaculados (9,10). La movilidad espermatica es desencadenada por
ciertos cambios en el medio idnico extracelular, gracias a la interaccidn con ligandos especificos
(progesterona y esteroide sulfatado SAAF) y glucosa, que se encuentran presentes en el plasma
seminal y en el interior del aparato reproductor femenino. La activacion del movimiento comienza
gracias a estas sefales, que activaran ciclasas y aumentara, en consecuencia, la concentracién de
nucleétidos ciclicos (AMPc, GMPc) (3). Este patron de movimiento, que se denomina motilidad
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activada, va a cambiar durante la capacitacidn, dando lugar a una motilidad hiperactivada, que le
permitira atravesar con éxito las células del cumulus que rodean al ovocito (9,10). Para ello, se
abriran los canales de K* dependientes de GMPc, provocando la consecuente salida de este iony
la hiperpolarizacidn de la membrana espermadtica. Esto inducira una alcalinizacion del citosol via
intercambiador voltaje dependiente Na*/H* (saldrd H*) (3), activando asi los canales CATSPER de
Ca*™, que provocaran la entrada de este ion al interior del espermatozoide (9). Este proceso en su
conjunto provocara la activacion de las dineinas, que son las principales proteinas motoras
dependientes de ATP, presentes en el flagelo espermatico (3).

Esta motilidad “activada” en linea recta, contrasta con la motilidad “hiperactivada” que se ha
descrito en los espermatozoides que estan en el proceso de fecundacién. Este ultimo tipo de
movimiento se caracteriza por un batido del flagelo amplio y asimétrico, de una forma vigorosa
pero con baja frecuencia de batida (10), un movimiento amplio de la cabeza y un desplazamiento
curvilineo (11). El cambio de patron de nado en el espermatozoide es esencial para que se dé la
fertilizacidn, ya que ayuda a este a superar el conducto mucoso que forma el oviducto, escapar de
los reservorios de espermatozoides y a penetrar la matriz del cumulus y zona pellcida de los
ovocitos que tratan de fecundar

Existe evidencia cientifica de que el ion Ca** esta estrechamente relacionado con los procesos
de hiperactivacién espermatica y de quimiotaxis. Se ha visto que en algunas especies puede existir
una modulacion de la hiperactivacién para conseguir de alguna forma transformar esos
movimientos asimétricos propios de la hiperactivacion a movimientos controlados y modulados,
dirigidos hacia el quimioatrayente (9). Esto se deberia a que la localizaciéon de canales regulables
para nucledtidos ciclicos estd distribuida, ademas de en el cuerpo, a lo largo del flagelo de los
espermatozoides, permitiendo asi una entrada mas controlada de calcio, desembocando en un
movimiento flagelar regulado que dara la quimiotaxis (10).

3.1.3 Unidn a zona pelidcida y reaccidon acrosdmica — Fecundacidn

La zona pelucida del ovocito expone glicoproteinas de reconocimiento, que interaccionaran
con la membrana espermatica, ya sea en una interaccidn proteina-proteina, o carbohidrato-
proteina. Globalmente, la reaccidon acrosémica se da in vivo cuando se produce la interaccién
entre ambos gametos, siendo este proceso especifico de especie, y culminando en la fusidn de la
membrana citoplasmdtica con la acrosomal externa, ambas localizadas en la cabeza del
espermatozoide, en un proceso que implica una cascada de transducciéon de sefal calcio
dependiente. Ademads, la reaccidon acrosémica también puede darse de forma espontdnea y
resulta posible inducirla in vitro (3,11).

Tras la reaccidn acrosdmica, el espermatozoide es capaz de atravesar la zona pellcida y
alcanzar el espacio perivitelino del ovocito, momento en el que se suceden mecanismos para
evitar la poliespermia, como el cambio de potencial en la membrana del ovocito y la
reestructuracién de la zona pellcida gracias a la exocitosis del contenido enzimatico localizado en
los granulos del espacio perivitelino (3).

Tras este proceso, se produce la adhesién del espermatozoide y la fusion de membranas del
espermatozoide y el ovocito (3), completando el proceso de fecundacion.
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3.2 Fluido folicular y su composicion

El fluido folicular conforma el entorno bioquimico en el que se desarrolla el ovocito
previamente a su ovulacién. Esta constituido, por una parte, por exudados del suero sanguineo, y
por otra de sustancias producidas localmente y relacionadas con la actividad metabdlica de las
células foliculares. Dado que esta actividad varia durante los distintos estadios de desarrollo
folicular, la composicién bioquimica de este fluido también es variable a lo largo del ciclo estral
(12).

En general, el fluido folicular se considera un medio no definido en cuanto a sus
componentes, aunque se han llevado a cabo estudios por los cuales se han encontrado
concentraciones variables de hormonas, como los estrégenos (estradiol 178), progesterona,
testosterona (13), inhibina (14) y melatonina (15). A su vez, también se han encontrado iones
(sodio, potasio, cloruro), y metabolitos como glucosa, B-hidroxibutirato, lactato, urea, proteinas
totales, albumina, acidos grasos sin esterificar, colesterol total (12,16), factores de crecimientoy
factores de tipo olfatorio y odorante producidos por el ovocito, posiblemente para inducir la
quimiotaxis (3,17).

3.3 Quimiotaxis espermatica

La quimiotaxis se define como un cambio de patrén de desplazamiento de una célula en
presencia de una sustancia quimiotactica. Esta respuesta puede ser de atracciéon o de repulsion
(17), en funcidn de las caracteristicas de la sustancia o su entorno bioquimico.

En el mundo animal, parece existir una comunicacidon quimiotactica entre el espermatozoide y
el ovocito antes de contactar fisicamente entre ellos. En especies no mamiferas, estas
interacciones quimiotdcticas estan muy estudiadas y documentadas, al contrario de lo que ocurre
en mamiferos (18), donde sélo se ha descrito en humano y en ratén (18). El grupo de
investigacion en el que se ha desarrollado este TFG, ha presentado resultados preliminares que
demuestran, por primera vez, una accién quimioatrayente de determinadas hormonas presentes
en el tracto reproductor femenino, sobre los espermatozoides ovinos (19).

Mientras que en especies no mamiferas la quimiotaxis espermatica tiene como fin el atraer el
numero maximo de espermatozoides al ovocito, en mamiferos como la especie ovina, su objetivo
es el reclutamiento de una poblacion seleccionada de espermatozoides que han sido previamente
capacitados (18). Diversos estudios han demostrado que los espermatozoides de mamifero que
no han sido capacitados, no presentan respuesta quimiotactica (19), y que de existir, seria menos
acusada o debida al azar. Este hecho ha generado cierta controversia ya que, para que un
espermatozoide se considere capacitado, ha tenido que sufrir el proceso de hiperactivacion
flagelar, que se caracteriza por un movimiento amplio, asimétrico y curvilineo; caracteristicas que
distan de las que debe tener un espermatozoide para seguir una ruta quimiotdctica. Por ello se ha
propuesto que el proceso de hiperactivacion se daria de manera intermitente, para poder
localizar el gradiente de concentracidon del agente quimioatrayente en caso de alejarse de él, y
una vez detectado, el espermatozoide volveria al movimiento lineal y simétrico para poder llegar
hasta el ovocito (9).

Todo ello, sumado a que también se postula la existencia de otros mecanismos de
movimiento guiado como la termotaxis (en funcién de un gradiente de temperatura) y la reotaxis
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(en contra del flujo de un fluido), hace complejo y dificultoso este tipo de estudios en mamiferos
(17).

3.3.1 Posibles agentes quimiotacticos presentes en el fluido folicular

Entre los constituyentes del fluido folicular que podrian jugar un papel en la quimiotaxis
espermatica, se encontrarian las hormonas esteroideas, la melatonina y otros compuestos como
factores odorantes.

Con respecto a las hormonas esteroideas, el grupo de investigacién donde se ha desarrollado
este TFG, demostrd recientemente la existencia de receptores de membrana en los
espermatozoides ovinos para el 17- estradiol y la progesterona, y que dichos receptores cambian
de localizacion durante el proceso de capacitacién in vitro. La unién a los mismos da lugar a
efectos rapidos (no gendmicos) sobre la funcionalidad espermatica ovina (20). Ambas hormonas
han demostrado estar relacionadas con los procesos de hiperactivacion, capacitacion y reaccién
acrosomica, y por tanto, con la capacidad fecundante (21). Hace un poco mas de una década,
gueddé confirmada la accién quimioatrayente de la progesterona en espermatozoides humanos
(22) y de conejo (23). Recientemente, en 2017, se demostré por primera vez que, tanto la
progesterona como el 17-B estradiol también tenian efectos quimiotacticos para el
espermatozoide ovino (19). Sin embargo, los estudios con fluido folicular completo son escasos y
no se han realizado hasta el momento en la especie ovina, aunque si que se ha reportado cierta
guimiotaxis espermatica hacia este fluido en espermatozoides de ratén y humano (24,25).

La melatonina es una hormona de tipo indoleamina derivada del triptéfano que media
muchos procesos fisioldgicos, endocrinos y de comportamiento, ya sea en la regulacion del sueio,
la reproducciéon estacional, la respuesta inmune y el envejecimiento en vertebrados (26). Es de
localizacién ubicua en el organismo y esta presente en una amplia variedad de especies. Se
produce en la glandula pineal, aunque también puede ser sintetizada en otros tejidos como los
del tracto gastrointestinal, ojo, médula ésea, piel vy fluidos foliculares (27)(28). Resulta llamativo
qgue en el caso de estos tejidos extrapineales, incluido el fluido folicular, la concentracién de esta
hormona puede ser superior a la descrita en el propio suero sanguineo (29). De esta forma, los
espermatozoides se van a ver expuestos a un gradiente de concentracion de melatonina en su
paso por el tracto reproductor femenino. En el espermatozoide ovino, nuestro grupo de
investigacion describio la presencia de receptores de membrana para esta hormona (MT1 y MT2)
(27), y un efecto dosis-dependiente sobre la capacitacion espermadtica, promoviéndola a
concentraciones picomolares e inhibiéndola a concentraciones micromolares. Ademads, la
melatonina también es capaz de revertir los efectos de la apoptosis y el estrés oxidativo (30),
mejorando la motilidad y la funcionalidad espermatica (31,32).

En cuanto a su capacidad quimiotactica, se han publicado resultados sobre leucocitos
(neutrdfilos) a concentraciones de entre 40 uM y 1.2 pM (33). En cuanto a su accién
guimioatrayente sobre espermatozoides, sélo se tiene conocimiento de los estudios preliminares
realizados por nuestro grupo de investigacidon sobre espermatozoides ovinos (34) y recogidos en
un TFG defendido el afio pasado.

Los factores odorantes poseen receptores expresados en variedad de tejidos aparte de en el
epitelio respiratorio. Asi, transcritos de estos receptores, en concreto del receptor hHOR17-4, se
han identificado en espermatozoides (17). Estos factores, también presentes en el fluido folicular,
han demostrado que pueden producir quimiotaxis espermatica a través de una via de
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transduccion de senal mediada por la sefializacién del cAMP, todavia no muy conocida y que
presenta ciertas incognitas (17).

3.3.2 Métodos de estudio de guimiotaxis

A lo largo de los afios se han utilizado principalmente 4 tipos de camaras para el estudio de
guimiotaxis, que ordenadas de mas antigua a mds moderna serian: cdmara Boyden, cdmara
Zigmond, cdmara Dunn y cdmara ibidi u-Slide Chemotaxis (Figura 3.1).

Cdmara Boyden Cdmara Zigmond Cdmara Dunn Cdmara ibidi p-Slide

L i Cioo G Cioo Co @
. % 4%
Porous | | | A
| | - ) ) v

membrane

Figura 3.1. Representacion grafica de los principales dispositivos de quimiotaxis. De izquierda a derecha:
camara Boyden, cdmara Zigmond, cdAmara Dunn y camara ibidi u-Slide Chemotaxis (35).

La cdmara Boyden es la primera que se utilizd, y se basa en la migracion celular de un lado a
otro de una membrana porosa o filtro. No es posible analizar trayectorias, ya que se realiza un
recuento de células en la membrana y no se analiza de forma continua. El gradiente quimico
establecido es escalonado y hay una distribucién celular no homogénea al comenzar el ensayo
(35). Hay registros de 1962 en los que se utilizé para el estudio de quimiotaxis en leucocitos (36).

En la cdmara Zigmond, las células migran y crecen en un cristal de cobertura situado en el
“puente” que une dos reservorios. Existe un gradiente quimico lineal establecido, pero no
mantiene condiciones de estabilidad a largo plazo. La distribucién celular es homogénea al
comenzar el ensayo (35). En 1997, se utilizé en un ensayé de quimiotaxis hacia gradientes
guimicos en leucocitos polimorfonucleares (37).

La cdmara Dunn evolucioné de la cdmara Zigmond y tiene una construccion similar, pero
consiguiendo una mayor precision dimensional y estabilidad a largo plazo (35). Consiste en un
portaobjetos de cristal con dos pocillos concéntricos en su interior, y separados por un “puente”
de 1 mm de ancho. Han sido utilizadas para estudios celulares en los que la precision era clave,
como en los fibroblastos (38).

Finalmente aparecidé la camara IBIDI® u-Slide Chemotaxis en 2005, en la que se estudia la
migracion celular, ya sea de células rapidas o lentas, como adherentes o no adherentes, a través
de un “puente” que conecta sendos reservorios celulares. Se mantiene un gradiente quimico
lineal a largo plazo. Permite analisis detallados de migracion celular (35). Este tipo de camaras se
han usado para ensayos quimiotdacticos en respuesta a gradiente quimico principalmente con
células con migracién lenta, como pueden ser fibroblastos, células inmunitarias o células
cancerosas. Sin embargo, mas recientemente se han utilizado para analizar células de migracion
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rapida como pueden ser los espermatozoides (39). En un TFG desarrollado en este mismo grupo
de investigacién y defendido recientemente, quedé demostrado que esta cdmara resultaba mas
adecuada para estudios de quimiotaxis espermdtica que la cdmara Dunn, por lo que es la que se
ha utilizado a tal efecto en este trabajo.

A dia de hoy, el analisis de datos obtenidos mediante grabaciones en estas cdmaras de
guimiotaxis es mas sencillo de lo que era al principio, gracias al desarrollo de programas o
herramientas informdticas especificas para ello. El grupo de investigacion donde se ha llevado a
cabo este TFG, disefié recientemente un software libre llamado OpenCasa (40), el cual, ademas
de analizar los parametros tipicos de calidad seminal (motilidad, morfologia y viabilidad) es capaz
de proporcionar informacién sobre el comportamiento quimiotdctico, analizando angulos de
desplazamiento instantdneo de espermatozoides individuales, con los que obtiene el llamado
indice quimiotactico (Chingex), que es una medida de cuantificacién de la quimiotaxis espermatica,
ya sea de atraccién o repulsion.
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4 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Existen muchos estudios quimiotdcticos en células somaticas, pero los datos existentes de
guimiotaxis espermatica en mamiferos son escasos. Aunque hay trabajos que sugieren que ciertos
componentes presentes en el fluido folicular, de manera individual, actdan como
guimioatrayentes para los espermatozoides (19), Unicamente se ha demostrado cierta
guimiotaxis espermatica hacia el fluido folicular completo en unas pocas especies, entre las que
no se incluye la ovina, objeto de este estudio (24,25). Ademas, hay autores que aseguran que
Unicamente los espermatozoides que han sido capacitados previamente, ya sea in vivo o in vitro,
tienen capacidad para poder responder ante un gradiente quimiotactico (19).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, la hipétesis planteada en este trabajo fue que el
fluido folicular completo podria generar una respuesta quimiotdctica de atraccion por parte de los
espermatozoides en funcién de su estado de capacitacidn, y que esta capacidad del fluido folicular
podria depender de la fase del ciclo estral durante la que se ha recogido y la concentracion a la
que se utiliza.

Por todo ello, en este trabajo se plantean varios objetivos:

1. Estudiar el posible efecto quimiotactico del fluido folicular ovino, recogido en dos
momentos diferentes del ciclo estral: proestro (fase folicular temprana) y metaestro
(fase luteal temprana), sobre los espermatozoides ovinos.

2. Determinar el grado de respuesta quimiotactica en funcidn del estado de capacitacion
de los espermatozoides ovinos.

3. Evaluar la influencia de la concentracion de fluido folicular en la accién quimiotactica
sobre los espermatozoides ovinos.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencién de muestras espermaticas

Las muestras seminales empleadas para la realizacién de los experimentos fueron obtenidas a
partir de nueve moruecos adultos de varias edades y de raza Rasa Aragonesa, estabulados en las
instalaciones de la facultad de Veterinaria (UniZar). Los eyaculados usados en este trabajo se
obtuvieron de octubre a marzo de 2020, coincidiendo con la época reproductiva del ganado ovino
en estas latitudes.

Las extracciones fueron llevadas a cabo por personal del Servicio de apoyo a la
experimentacion animal (SAEA), mediante vagina artificial. Se trabajé con una mezcla de los
segundos eyaculados para evitar diferencias individuales y porque el segundo eyaculado presenta
una calidad espermatica mas homogénea que el primero (41). Las muestras se mantuvieron
atemperadas a 37 °C hasta su uso en el laboratorio.

5.2 Obtencion de muestras de fluido folicular

Las muestras de fluido folicular usadas en este trabajo fueron cedidas amablemente por el
Grupo de Investigacién de Fisiologia de la Reproduccién de la Universidad de Murcia.

Las muestras procedian de varias ovejas y habian sido obtenidas en distintas fases del ciclo
estral. Para este trabajo se utilizaron las muestras obtenidas en fase folicular temprana (FFT) y
fase luteal temprana (FLT) (proestro y metaestro, respectivamente), ya que, potencialmente
podian presentar mayor variacion en su composicion, especialmente en su concentracién
hormonal. Las muestras se mantuvieron congeladas a -80 °C hasta su uso actual.

5.3 Seleccion espermatica: método de “Swim-Up Dextrano”

El semen no estad constituido Unicamente por espermatozoides, sino también por el plasma
seminal procedente en su mayoria de las glandulas sexuales accesorias. Este plasma seminal, a
medio-largo plazo ejerce efectos negativos en los parametros de calidad seminal (41,42), y en
concreto en la motilidad y viabilidad, que disminuyen sensiblemente. Ademas, el plasma seminal
incluye en su composicidon hormonas y otras sustancias que podrian alterar los resultados de este
trabajo. Por ello, tras la llegada de la muestra fresca al laboratorio, se hace imprescindible separar
a los espermatozoides del plasma seminal. En este caso se utilizd el método del swim-
up/dextrano. Esta técnica se desarroll6 para evitar los dafios subletales que causaba la
centrifugacion (42), y nuestro grupo de investigacion la adapté para espermatozoides ovinos (41).

El swim-up/ dextrano es, ademas de un método de lavado, una técnica de seleccion, ya que
permite obtener una muestra enriquecida en espermatozoides con alta viabilidad y motilidad.
Sélo los espermatozoides con buena motilidad son capaces de nadar y atravesar la capa rica en
dextrano que se deposita sobre ellos. Ademas, los espermatozoides con la membrana alterada
guedan retenidos en esta capa. Por ello, en la capa de recogida encontraremos una mayor
proporcién de espermatozoides métiles, viables y, ademas, libres de plasma seminal (Figura 5.1).

10



TFG - Adrian Arribas Vinuesa

Medio de
recogida

DEXTRANO

SEMEN

Figura 5.1. Representacion gréfica de la técnica swim-up/ dextrano. En verde los espermatozoides viables; en
rojo los no viables.

El medio utilizado para llevar a cabo esta técnica es el mHTF (modified Human Tubular Fluid
Medium) adaptado en este caso a la especie ovina (42), con la composicion indicada en la Tabla
5.1.

Tabla 5.1. Tabla composicion del medio mHTF para swim-up/ dextrano

COMPONENTES MEDIO mHTF

Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion

NaCl 50 mM Sacarosa 0.2M

KCI 10 mM HEPES (tampdn) 21 mM

MgSo4 (anhidro) 0.4 mM Lactato sddico 18.6 mM

K;HPO4 0.3 mM Glucosa 2.8 mM
Piruvato sdédico 0.3 mM

Para esta técnica, a partir del mHTF, se prepararon otros 2 medios: mHTF-A (5 mg/mL de
albumina sérica bovina, BSA, que evita la aglutinacidon de espermatozoides), y mHTF-dextrano (30
mg/mL de dextrano)).

El proceso comienza depositando suavemente con ayuda de una micropipeta, gota a gota,
500 pL de semen fresco en la base un tubo de ensayo con base redondeada, sobre el que se
depositan 500 puL de mHTF-dextrano, teniendo cuidado de que no se mezclen las fases. Para
finalizar, se depositan encima de lo anterior 1500 uL de mHTF-A, que serad la fase acuosa superior,
donde se llevaran a cabo las recogidas de espermatozoides dptimos, en lapsos de 15 minutos,
siempre incubando el tubo dentro de una estufa a 37 °C. Tras recoger con una micropipeta cada
uno de los sobrenadantes de 750 L, se renueva ese volumen con mHTF-A, hasta completar las 4
recogidas necesarias (la primera se descarta por poder contener restos de plasma seminal). Tras
el proceso de recogida, homogeneizaremos el nuevo tubo donde hemos ido almacenando la
muestra de espermatozoides swim-up seleccionados.

11
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5.4 Calculo de la concentracion de la muestra

La concentracion espermdtica se calculé mediante la cdmara Neubauer. En concreto, para
contar espermatozoides, se utilizaron los 4 recuadros centrales de cada uno de los cuatro
cuadrantes, para facilitar los cdlculos posteriores. En moruecos, la concentracion de
espermatozoides en el eyaculado es de 3-7 x 10° cél/mL.

Como la muestra obtenida por swim-up suele estar muy concentrada, se hizo necesaria una
diluciéon 1/100 (v/v) para realizar el recuento. Esta dilucion se hizo en H,O0, ya que los
espermatozoides quedan inmovilizados y se facilita el proceso de contaje. Una vez diluida la
muestra, se introdujeron 8 pL por capilaridad en la camara Neubauer con ayuda de una
micropipeta. El recuento se llevé a cabo usando un microscopio dptico Nikon eclipse 50i de
contraste de fases (Nikon Eclipse 50i; Nikon, Tokyo, Japdn), con el objetivo de 10 aumentos (a
100x aumentos totales). Tras el recuento, se calculé la concentracién de la muestra seleccionada
en células/ mL con ayuda de la siguiente expresidn:

1

Concentracién (cél./ mL) = n2 células contadas x 10* x ——
Dilucion

5.5 Induccidn de capacitacion “in vitro”

Como se ha comentado en la introduccidn, la capacitacién espermatica confiere a los
espermatozoides capacidad fecundante, y, segin algunos estudios, sdlo los espermatozoides
capacitados son capaces de responder a un estimulo quimiotactico (19). Por esta razén, se hizo
necesario llevar a cabo una induccién de la capacitacion espermatica in vitro, para poder
comparar la respuesta en muestras capacitadas y no capacitadas.

Para la induccidn de la capacitacion in vitro, las muestras obtenidas por swim-up/dextrano, se
diluyeron hasta una concentracién de 1,6 x 10% células/mL en medio TALP. Este medio estd
compuesto por NaCl 100 mM, KCI 3,1 mM, NaH;PO, - 2H,0 25 mM, acido lactico 0,3 mM, MgCl, -
6H,0 21,6 mM, HEPES 3 mM, acido piravico 0,4 mM, NaHCO3 25 mM, CaCl, 3 mM y BSA 5mg/mL,
pH=7.3. A las muestras incubadas en medio TALP se les denominé control o “C”. Este medio se usa
para la induccion de la capacitacién in vitro en numerosas especies, pero, la especie ovina es
particularmente dificil de capacitar debido a sus bajos niveles de AMPc. Por ello, el medio TALP
fue suplementado con una mezcla o cocktail de sustancias que disparan la capacitacién en el
espermatozoide ovino: db-cAMPc 1 mM, cafeina 1 mM, teofilina 1 mM, acido okadaico 0,2 uM
(inhibidor de fosfatasas) y metil-B-ciclodextrinas (MCBD) 2,5 mM. A las muestras incubadas en
este medio se les denomind cocktail o “K”.

Ambos tipos de muestras se incubaron durante dos horas (en tubos eppendorf® abiertos,
agitando suavemente cada hora) en condiciones capacitantes: 39 °C y 5% de CO; y 100% de
humedad, para simular las condiciones reales en tracto reproductor femenino. Normalmente esta
incubacién se alarga hasta 3 horas, pero a partir de la tercera hora, los espermatozoides
comienzan a aglutinarse, lo que dificulta su movimiento y, por tanto, el estudio de la quimiotaxis.

12
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5.6 Evaluacidn de muestras espermaticas

Antes de llevar a cabo los ensayos de quimiotaxis, se valord la motilidad, la integridad de la
membrana espermatica, y el estado de capacitacién, tanto de las muestras swim-up, como las
capacitadas control y cocktail.

5.6.1 Valoracién de la motilidad espermatica

Para la evaluacién de la motilidad se utilizd un sistema de andlisis computacional
automatizado, que genéricamente se denomina CASA (Computer Assisted Semen Analysis). En
concreto se utilizd el sistema ISAS1.0.4 (Proiser S.L., Valencia, Espaiia), sincronizado con una
camara de video Basler A312f (Basler Vision Components, Exton, PA, EEUU) instalada a su vez en
un microscopio éptico con contraste de fase (Nikon Eclipse 50i; Nikon, Tokyo, Japén), usando el
objetivo de 10X (100x aumentos totales) (Figura 5.2). Hay que destacar que el microscopio esta
equipado con una platina térmica para mantener las muestras a la temperatura éptima mientras
se analizan. En cuanto a la preparacion de las muestras para este analisis, fue necesario diluir a 3 x
107 células/mL para que el programa fuese capaz de analizar células individuales. Se colocé una
gota de unos 10 plL entre un portaobjetos y un cubreobjetos atemperados a 37 °C y se analizaron
5 campos por cada muestra para obtener un resultado representativo de las mismas. Los
parametros que se analizaron fueron la motilidad total (porcentaje de espermatozoides que se
mueven) y la motilidad progresiva (porcentaje de espermatozoides que se desplazan en una
trayectoria rectilinea).

Figura 5.2. Equipos de evaluacién espermatica del laboratorio del departamento. A la derecha los aparatos
utilizados para analizar motilidad, y a la izquierda los necesarios para analizar los ensayos de quimiotaxis.
Imagen tomada el 10/03/2020.

5.6.2 Estudio de la viabilidad

La viabilidad, en este contexto se refiere a la integridad de la membrana plasmatica. Hay
varios métodos para analizar la viabilidad, pero en este caso se ha utilizado la tincién con dos
fluorocromos distintos: diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) y yoduro de propidio (IP).
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El CFDA es un colorante incoloro poco ionizado, por lo que es capaz de penetrar en todas
las células. Una vez dentro, es hidrolizado por las esterasas intracelulares, dando lugar a acetato
de carboxilflouresceina, el cual posee fluorescencia verde. Este compuesto posee carga eléctrica,
por lo que ya no podra abandonar la célula en caso de que su membrana esté intacta. Por ello, las
células viables con metabolismo activo y membrana intacta aparecen de color verde bajo
iluminacion fluorescente. Por otro lado, los espermatozoides con membranas dafiadas dejan
escapar el compuesto fluorescente y no adquieren fluorescencia.

El IP es un colorante nuclear que sdélo entra en las células dafiadas, uniéndose a su DNA, y
tifendo con fluorescencia roja la cabeza del espermatozoide.

Podemos cuantificar la viabilidad de una muestra celular tefiida con CFDA/IP usando un
microscopio de fluorescencia o un citémetro de flujo. En este caso se ha utilizado el citdmetro de
flujo, que hace pasar las células una a una por un canal y un laser incide sobre ellas. La dispersion
gue generan nos da una idea de su tamaifio y forma, ademds de si son viables o no viables
(Figura 5.3).

Para esta tincidn, las muestras se diluyeron en medio mHTF (1/60 las de swim-up y 1/30 las
capacitadas C y K) y se les afiadieron 3 uL de CFDA (1mM), 4 uL de IP (1,5 mM) y 3 uL de
formaldehido, que acttia como fijador (0,5 % v/v).

Las muestras se incubaron en estufa a 37 °C, 10 minutos en oscuridad, y se analizaron con
citémetro de flujo FC 500 (Beckman Coulter INC., Pasadena, CA, EEUU), que dispone de un laser
de argdn de 488 nm. En cuanto a los filtros del citdmetro, se utilizaron FL1-525 + 5 nmy FL4-675 +
5 nm, para CFDA e IP, respectivamente. El citdmetro evalué 20.000 eventos (espermatozoides
individuales) en cada muestra, clasificindolos en espermatozoides viables (CFDA+/IP-) o no
viables (CFDA-/IP+), como se ve graficamente en la figura 5.3 A.

Membrana daiada

FL4 Log

Figura 5.3. A) Imagen representativa de las diferentes poblaciones de espermatozoides obtenidas por
citometria de flujo (fotodetectores FL1 y FL4) tras la tincidn con CFDA/IP: espermatozoides no viables en el
cuadrante superior derecho y los viables en el inferior derecho. B) Imagen representativa de la tincion con
CFDA/IP evaluada con microscopio Optico de fluorescencia y con filtro de excitacién de 450-490 nm.
Objetivo 40X. En ella se aprecian los espermatozoides con la membrana intacta tefiidos de verde; los que
tienen la membrana dafiada tefiidos de rojo, y en amarillo y rojo a los que tienen la membrana plasmatica
dafiada y la acrosomal intacta. Imagenes tomadas del libro “Manejo reproductivo ovino”.
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5.6.3 Andlisis del estado de capacitacidn: tincidon con clorotetraciclina (CTC)

La clorotetraciclina (CTC) es un antibidtico capaz de penetrar en las células espermaticas y
unirse al calcio intracelular, dando una coloracién amarilla fluorescente en los lugares de la célula
donde esté presente este catidn divalente. Esta técnica se basa en la distribucion caracteristica
del calcio intracelular a lo largo del proceso de capacitacion, por lo que al analizarlo mediante un
microscopio de fluorescencia podremos distinguir tres poblaciones celulares, correspondientes
con los tres principales estadios de capacitaciéon que pueden darse:

- Espermatozoides no capacitados: cabeza uniformemente fluorescente.

- Espermatozoides capacitados: fluorescencia en la mitad acrosomal de la cabeza, y sin
fluorescencia en la mitad mas cercana al flagelo.

- Espermatozoides que han sufrido la reaccién acrosdmica: han perdido la fluorescencia
excepto en la franja ecuatorial de la cabeza.

Sin embargo, la capacitacion es un proceso continuo, por lo que, para clasificar los
espermatozoides en las tres poblaciones posibles, es preferible que siempre lo haga la misma
persona, para ganar en rigurosidad y evitar discrepancias de percepcion individual. La técnica fue
estudiada en ratén (Mus musculus), y en 2006 validada en la especie ovina por miembros del
grupo de investigacién donde se ha realizado este TFG (43,44).

La solucidn de CTC se prepard cada dia, a una concentracion de 750 uM de clorotetraciclina
(Sigma-Aldrich) diluida en un buffer compuesto por NaCl 130 mM, TRIS 20 mM y DL-cisteina 5 uM,
ajustando el pH a 7,8 y filtrdndolo con poro de 0,22 um. Una vez preparada la solucién de trabajo
de CTC, se homogeneizd durante 30 minutos en un balancin, siempre en oscuridad, y se conservo
en nevera hasta su uso. Para la tincion se realizdé una mezcla 1:1 (v/v) de las muestras con la
solucién de tincién CTC (20 ul de cada). Para fijar la preparacion, se utilizaron 4 pL de una diluciéon
1,25 % p/v de paraformaldehido en tampdn TRIS-HCI 0,5 M. Las muestras asi preparadas se
incubaron 30 minutos como minimo a 4 °C, antes de ser visualizadas al microscopio.

Para evaluarlas se colocé en un portaobjetos una gota de 2-3 uL de “antifadding” DABCO
(0.22 M en solucién de Glicerol:PBS [9:1 v/v]), utilizado para conservar la fluorescencia y sobre
ella se depositaron 6 pL de la muestra tefiida. Finalmente, se colocd un cubreobjetos que se selld
con esmalte sintético para evitar la desecacidn y las preparaciones se conservaron a -20 °C
protegidas de la luz hasta ser analizadas.

Las preparaciones fueron visualizadas mediante un microscopio de fluorescencia Nikon
Eclipse E-400. Se utilizé un filtro V-2A de 420- 490 nm de excitacién y 510 nm de emisidn. Se
evaluaron a 1000x aumentos totales utilizando un objetivo de inmersién, y se evaluaron un
minimo de 150 espermatozoides de cada una de las preparaciones, diferenciando entre
capacitados, no capacitados y los que han sufrido la reaccién acrosémica (Figura 5.4).

Figura 5.4. Patrones de tincidon con CTC en espermatozoides.
El patron A muestra una tincién fluorescente uniforme
indicativo que el espermatozoide no estd capacitado (NC); el
patron B Unicamente muestra florescencia en la regidn
ecuatorial, indicativo de reacciéon acrosdmica (R); el patrén C
muestra fluorescencia en la mitad acrosomal de la cabeza,
indicativo de capacitacion (C) Imagen tomada de (43).
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5.7 Analisis de quimiotaxis

5.7.1 Preparacion de muestras y carga en la cdmara de guimiotaxis

Las cdmaras usadas para el estudio de la quimiotaxis fueron las IBIDI® u-Slide Chemotaxis,
gue presentan 3 mddulos independientes. En cada cdmara de las utilizadas este trabajo, en dos de
los mddulos se ensayé el fluido folicular a dos concentraciones distintas, y el tercero se dejé como
control, sin afadir el agente quimiotdctico. Cada mddulo estd constituido por 2 reservorios,
unidos entre si mediante un “puente” (segmento AB en la figura 5.5). Las camaras se
atemperaron previamente a 37 °C. En el puente central (AB) y en los reservorios (CD y EF) se
inyectaron 6 uL y 65 plL respectivamente de la muestra a estudiar: espermatozoides swim-up o
capacitados C o K, a una concentracién de 5 x 108 cél/mL, en medio mHTF-A. Se utilizé6 medio con
BSA (mHTF-A) ya que previene la agregacion celular. En este caso, si los espermatozoides se
agregasen, no podrian moverse libremente, por lo que las trayectorias quimiotacticas no serian
las reales, pudiendo alterar drésticamente los resultados de los ensayos.

Figura 5.5. Camara IBIDI® u-Slide Chemotaxis, en la
que se han identificado los distintos orificios (A, B, C,
D, E, F) por los que se introducen las soluciones o
medios para el ensayo, y se ha remarcado en azul uno
de los tres mddulos de analisis quimiotacticos
independientes de la camara. Se ha simulado en color
verde el gradiente quimico que se estableceria al
inyectar desde F, la potencial sustancia quimiotactica,
en este caso fluido folicular.

IBIDI® pu-Slide Chemotaxis

Se ensayaron los dos los fluidos foliculares (FF) a dos concentraciones distintas: 2% y 10%
(v/v). Al reservorio que contenia 65 pul de medio mHTF-A junto con los espermatozoides, se le
afiadié (a través del orificio F) 30 pl de una dilucién que contenia fluido folicular del tipo y la
concentracién estudiada en cada caso, junto con los espermatozoides y el medio. La disposicion
experimental se plasma en la figura 5.6.
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Figura 5.6. Esquema resumen de disposicion de las 3 preparaciones utilizadas. Cada una de las camaras
contendrd un tipo de muestra distinto. En los médulos “control” no habra fluido folicular (FF), que es el
agente quimiotactico. En los médulos 2% FF y 10% FF se inyectara el fluido folicular a dichas concentraciones.
El color verde simula los gradientes quimicos de fluido folicular.

Dado que la concentracién del fluido folicular se veria diluida a la mitad, esta se preparé al
doble de la concentracion deseada. En el médulo que se dejé como control, se afiadié el mismo
volumen de mHTF-A con los espermatozoides.

Los desplazamientos de los espermatozoides se grabaron en el puente central gracias a una
camara de video (acA1920-155uc, Basler, Exton, PA, EE. UU.) acoplada a un microscopio de
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contraste de fases (Nikon eclipse 50i, Nikon, Tokyo, Japén). Se grabaron videos de 3 segundos, en
tres campos diferentes para cada muestra experimental (control, con 2% de FF (fluido folicular) o
con 10% de FF) en espermatozoides swim-up, C y K. Los videos se tomaron a una resolucién de
800x600 ppp y a 200 fotogramas/ segundo. La velocidad de bits total fue de 887040 kbps.

Se realizaron 4 experimentos para cada uno de los dos fluidos foliculares. Para cada condicidn
de ensayo (control/ 2%/ 10%) se tomaron 3 videos a modo de réplicas para luego analizar la
posible quimiotaxis.

5.7.2 Andlisis de quimiotaxis medianteel Software OpenCasa — Indice quimiotactico
(Chlndex)

Los videos obtenidos se analizaron usando el médulo de quimiotaxis del software libre
OpenCASA, desarrollado por el grupo de investigacion en el que se ha realizado el presente
trabajo (40). Este moddulo detecta las trayectorias de espermatozoides individuales y las
normaliza a un mismo punto de referencia (origen) (Figura 5.7), para poder comparar
trayectorias. Seleccionaremos una seccién de los 360° totales, denominada “cono quimiotactico”,
que es la seccién con posible influencia del gradiente quimico, en este caso, el fluido folicular.

Figura 5.7. Representacion angular del analisis quimiotactico
proporcionada por el software OpenCASA (40). Los
espermatozoides con trayectorias de angulos instantdneos dentro de
la seccion verde (cono quimiotactico), seran considerados
guimioatraidos y pertenecientes a la poblacion N*. Lo contrario
pasard con los dangulos correspondientes a la secciéon roja. La
expresion para el cdlculo del Chindex que utiliza el software es la
siguiente:

N+
Chindex= YT 100

En este caso concreto, se consideraron como quimioatraidos aquellos espermatozoides con
mayoria de angulos de desplazamiento apuntando hacia la derecha (0° en la figura 5.7), ya que es
por ese lado por el que ejercerd su posible influencia el fluido folicular, colocado en el reservorio
de la derecha. Sin embargo, debido al sistema de lentes, que invierte la imagen, en el software se
seleccioné el valor de 180°. Una vez que el programa analizé todas las trayectorias de cada video,
proporcioné el indice quimiotactico (Chindex), €s decir, el nimero de dngulos de desplazamiento
apuntando hacia la direccién del gradiente quimico, respecto al nimero total de angulos de
desplazamiento que se han registrado (40). Este valor fue tratado en tanto por uno, por lo que
podra tomar valores de 0 a 1, siendo el valor 1 asignado a un desplazamiento neto por parte de
todas las células analizadas hacia la sustancia quimiotactica.

5.8 Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos de los resultados se llevaron a cabo utilizando el software GraphPad
PRISM® (version 5.1; USA).

Para examinar la existencia de posibles diferencias significativas (p<0,05, p<0,01 o p<0,001) en
los resultados de motilidad, viabilidad, CTC e indices quimiotacticos, se llevé a cabo un estudio
con distribucidn Chi cuadrado (x?). Los resultados se muestran como la media + error estandar de
la media (mean + SEM).
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Anadlisis del estado de las muestras espermaticas

Antes de realizar los ensayos de quimiotaxis, fue necesario evaluar el estado de las muestras,
en cuanto a porcentajes de motilidad y viabilidad. Ademds, una vez llevada a cabo la induccidn de
la capacitacién in vitro, habia que comprobar la eficacia del proceso y analizar las diferencias en
porcentaje de espermatozoides capacitados entre las distintas muestras (swim-up, capacitadas
control y capacitadas cocktail).

6.1.1 Moatilidad

Los valores medios de motilidad total y progresiva en las muestras seleccionadas por swim-up
fueron de 79,25 + 5,51% y 37,13 + 3,90%, respectivamente. Ambos valores disminuyeron
significativamente (p<0,001) hasta un 60-70% de motilidad total y un 20-25% de motilidad
progresiva cuando las muestras se sometieron al proceso de capacitacion in vitro, como queda
reflejado en la figura 6.1.

A. Motilidad Total B. Motilidad Progresiva
100 50+
80 I w{ T
-% -% k%
< 604 € 30 *kk
[ Q
= )
S 40- i
£ &
20 104
0 T 0 T
SR o + R < +
& &
& &
Tipo de muestra espermatica Tipo de muestra espermatica

Figura 6.1. Motilidad total (A) y progresiva (B) de muestras sin capacitar (swim-up) y sometidas a
capacitacion in vitro sin (control, C), y con cocktail de sustancias capacitantes (K). Los resultados se
expresan en %, como media + SEM (n=8). ***: indica p<0,001 respecto al swim-up.

Los resultados coincidieron con lo esperado (45), ya que tras la capacitacidon espermatica, los
espermatozoides pasaron de llevar mayoritariamente una trayectoria rectilinea (motilidad
progresiva), a una curvilinea, disminuyendo muy significativamente (p<0,001) los valores medios
de motilidad progresiva en las dos muestras capacitadas frente a la no capacitada (swim-up). Lo
mismo ocurrié con la motilidad total, que disminuyé significativamente (p<0,001) en las muestras
capacitadas frente a swim-up. Esto ultimo podria ser debido a que el proceso de capacitacion in
vitro dura unas dos horas, y durante ese tiempo de incubacién, a temperatura ligeramente mas
alta que la fisioldgica en el testiculo, la motilidad disminuye, porque los espermatozoides van
agotando sus reservas energéticas (44). Los resultados no evidenciaron variaciones significativas
en motilidad entre espermatozoides capacitados control y cocktail.
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6.1.2 Viabilidad (integridad de membrana)

En cuanto a la viabilidad o integridad de membrana, también disminuyé tras |la capacitacién in
vitro. El porcentaje de espermatozoides viables en muestras sin capacitar (swim-up: 82,9 *
2,07%), se redujo significativamente (p<0,001) hasta 75,98 + 2,56% y 75,00 + 2,50% en muestras
capacitadas control y cocktail, respectivamente. Sin embargo, tampoco se observaron diferencias
significativas en la viabilidad entre ambos tipos de muestras capacitadas (C y K) (Fig 6.2).

Viabilidad
1001

& ok ok * k%

Porcentaje
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&
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&*

Tipo de muestra espermatica

Figura 6.2. Viabilidad (integridad de membrana) de muestras sin capacitar (swim-up) y sometidas a
capacitacion in vitro sin (control, C), y con cocktail de sustancias capacitantes (K). Los resultados se expresan
en %, como media + SEM (n=8). ***: indica p<0,001 respecto al swim-up.

A pesar de este ligero descenso producido por la incubacién en condiciones capacitantes, la
viabilidad de las muestras fue muy alta, y, por tanto, se consideraron perfectamente aptas para
los estudios de quimiotaxis (27).

6.1.3 Estado de capacitacidon

Los resultados de la evaluacién de las muestras tras la tincion con CTC, mostraron diferencias
significativas (p<0,001) en el porcentaje de espermatozoides capacitados entre los tres tipos de
tres muestras, pasando de una media de 3,75% en muestras sin capacitar, a 10,88% y 22,50% en
muestras capacitadas control y cocktail, respectivamente. También se observaron diferencias
significativas entre ambas muestras capacitadas, siendo mayor el porcentaje de espermatozoides
capacitados en las muestras cocktail. Este aumento en el porcentaje de espermatozoides
capacitados fue concomitante con un descenso en el porcentaje de los no capacitados.

En cuanto a los espermatozoides “reaccionados”, existen diferencias significativas entre los
tres tipos de muestras, aumentando su porcentaje tras la capacitacion, especialmente en
muestras cocktail (K).

Con todo ello, no se han obtenido unos niveles de capacitacién tan altos como los esperados
en base a trabajos anteriores, en los que, normalmente se suele superar el 40% de
espermatozoides capacitados (27). Esto podria deberse a que en este estudio la incubacién en
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condiciones capacitantes se ha llevado a cabo durante 2 horas por motivos de horarios
académicos, en vez de en las 3 horas idéneas.

Estado de Capacitaciéon (CTC)
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Figura 6.3. Estado de capacitacion (CTC) de muestras sin capacitar (swim-up) y sometidas a capacitacion in
vitro sin (control, C), y con cocktail de sustancias capacitantes (K). Los resultados se expresan en %, como
media + SEM (n=8). *, ***: indica p<0,05, p<0,001 respectivamente respecto a swim-up. ++, +++: indica
p<0,01, p<0,001 respectivamente respecto a capacitados control (C).

6.2 Estudio del posible efecto quimioatrayente del fluido folicular sobre los
espermatozoides ovinos

Ninguno de los fluidos foliculares ensayados provocdé una quimioatraccion en los
espermatozoides seleccionados por swim-up a ninguna de las concentraciones evaluadas (Figura
6.4). Esto coincide con resultados de otras especies, que demostraron que sélo los
espermatozoides capacitados muestran una respuesta hacia los quimioatrayentes (19).

El fluido de fase folicular temprana (FFT) ejerci6 un efecto quimioatrayente tanto en
espermatozoides capacitados control (C) como en capacitados cocktail (K) (figura 6.4). En las
muestras capacitadas control, sdlo la concentracion de 10% FF provocd un efecto
guimioatrayente, con diferencias significativas (p<0,05) con respecto al medio sin fluido folicular
(0% FF), o con un 2% FF. Sin embargo, en las muestras cocktail, se observé efecto con ambas
concentraciones de FF (2 y 10%), con diferencias significativas (p<0,01 y p<0,05, respectivamente)
en comparacion con el medio sin fluido folicular.

Ademas, al comparar la respuesta de las distintas muestras espermaticas sometidas a la
misma concentracion de FF, se observd que Unicamente los espermatozoides C en presencia de
una concentracion del 10% FF obtenido en fase folicular temprana mostraron una respuesta
guimiotactica significativamente mayor (p<0,001) que los espermatozoides swim-up en la misma
situacién experimental.
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Figura 6.4. Respuesta quimiotactica de espermatozoides sin capacitar (swim-up) y sometidas a
capacitacion in vitro sin (control, C), y con un cocktail de sustancias capacitantes (K) en presencia de
distintas concentraciones de fluido folicular obtenido en fase folicular temprana (FFT) (0%, 2% y 10% FF).
Los resultados se expresan en %, como media + SEM (n=8). +, ++: indica p<0,05, p<0,01, respectivamente
respecto a control (0% FF); #: indica p<0,05 respecto a 2% FF para cada muestra espermatica (swim-up, C
y K). *** indica diferencias significativas p<0,001 entre muestras espermaticas sometidas a la misma
concentracion de fluido folicular (FF).

Por su parte, el fluido folicular obtenido en fase luteal temprana (FLT) (Figura 6.5), ejercio un
efecto quimioatrayente para espermatozoides ovinos capacitados (C y K), pero Unicamente
cuando se utilizd a una concentracion del 10% ( figura 6.5) presentd diferencias significativas
tanto con el medio 0% FF (p<0,001), como cuando se afiade fluido folicular a baja concentracién
(p<0,01 en espermatozoides C y p<0,001 en espermatozoides K, respectivamente).

En el caso del FLT, al comparar espermatozoides swim-up, C y K sometidos a la misma
concentracion de FF, se observaron diferencias significativas (p<0,001) tanto entre swim-up y C,
como entre swim-up y K a las dos concentraciones ensayadas (2% y 10%).
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Figura 6.5. Respuesta quimiotactica de espermatozoides sin capacitar (swim-up) y sometidas a capacitacion
in vitro sin (control, C), y con un cocktail de sustancias capacitantes (K) en presencia de distintas
concentraciones de fluido folicular obtenido en fase luteal temprana (FLT) (0%, 2% y 10% FF). Los resultados
se expresan en %, como media + SEM (n=8). +++: indica p<0,001 respecto a control (0% FF); ##, ###: indica
p<0,01, p<0,001 respectivamente respecto a 2% FF para cada muestra espermatica (swim-up, C y K). ***
indica diferencias significativas p<0,001 entre muestras espermaticas sometidas a la misma concentracién de
fluido folicular (FF).
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Este trabajo demuestra que los espermatozoides ovinos son quimioatraidos hacia fluidos
foliculares obtenidos en fase folicular temprana (FFT) y fase luteal temprana (FLT). Esta respuesta
no habia sido descrita en la especie ovina hasta la fecha, aunque si que se habia demostrado en el
caso de espermatozoides humanos y de ratén (24,25). El fluido folicular ejerce una atraccion
guimiotdctica sobre los espermatozoides, posiblemente debida a los estrégenos, progesterona
(19) u otros compuestos desconocidos (o mezclas de ellos) con capacidad quimiotactica del fluido
folicular, que estarian también presentes en el fluido del foliculo ovulatorio, y que,
presuntamente, guiarian a los espermatozoides hasta el ovocito tras darse la monta durante el
estro, que es la fase inmediatamente anterior al metaestro.

Las muestras swim-up, que mostraban un bajo porcentaje de espermatozoides capacitados
evaluados mediante la tincidon de CTC (apdo. 6.1.3), no mostraron ninguna quimioatraccion ante
ninguno de los dos fluidos foliculares analizados, a diferencia de las muestras C y K, con mayor
porcentaje de espermatozoides capacitados. Esto nos permite confirmar que Unicamente los
espermatozoides ovinos capacitados son capaces de responder quimiotacticamente ante una
sustancia o compuesto quimioatrayente, como se ha demostrado en otras especies (19).

Sin embargo, los resultados no mostraron una diferente respuesta quimiotactica entre
espermatozoides C y K sometidos a la misma concentracién de fluido folicular. Esto podria
deberse a que, pese a haber en la muestra K un nimero significativamente mayor (p<0,001) de
espermatozoides capacitados que en C (Figura 6.3), la diferencia no era suficiente como para
traducirse en unas diferencias significativas en cuanto a su respuesta quimiotactica.

En general, ambos grupos de espermatozoides capacitados (C y K) responden
significativamente mejor (p<0,05) a una concentracién de 10% (v/v) de ambos fluidos foliculares,
comparandolo con la respuesta obtenida en presencia de un 2% (v/v) de los mismos (figura 6.4 y
6.5), lo que sugeriria que esta respuesta quimiotactica frente al fluido folicular seria dependiente
de la concentracion (46). Los resultados obtenidos sugieren que ambas concentraciones de fluido
folicular afectan por igual a espermatozoides sin (C) o con (K) agentes inductores de la
capacitacion.
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7 CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, las conclusiones que pueden extraerse son las siguientes:

1.

2.

3.

El proceso de capacitacion produce cambios significativos en los espermatozoides ovinos
a nivel de motilidad, viabilidad, y capacidad de respuesta ante agentes quimioatrayentes.

Los espermatozoides ovinos de muestras sometidas a capacitacién in vitro, son capaces
de moverse en la direccidn del gradiente creado por el fluido folicular obtenido en
distintos momentos del ciclo estral de la oveja.

Se observa quimiotaxis espermatica para ambos fluidos foliculares ensayados
(procedentes de fases de proestro y metaestro), tanto a 2% como a 10% (v/v), si bien la
respuesta es mas acusada a 10%.

No hay diferencias significativas entre la respuesta quimiotactica observada en las
muestra capacitadas sin (control) y con agentes elevadores del AMPc (cocktail).

8 CONCLUSIONS

The conclusions of this study, according to the results obtained are:

1.

Capacitation significantly changes ovine spermatozoa, in terms of motility, viability and
chemotactic response.

In vitro capacitated ram spermatozoa are able to move towards follicular fluid gradients
obtained from different stages of the sheep oestrus cycle.

Chemotaxis is observed in both follicular fluids tested (obtained in proestrus and
metaestrus stages), at both concentrations (2 and 10% (v/v)), even though a stronger

response is observed with 10% (v/v) concentration.

There are not significant differences between capacitated samples without (control) and
with (cocktail) cAMP elevating-agents in terms of chemotactic response.
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