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1. Resumen

El fluido folicular conforma el entorno bioquimico en el que se desarrolla el ovocito hasta su
ovulacion y tiene una composicion variable a lo largo del ciclo estral. Se libera junto con el
ovocito tras la ovulacién, y se postula que podria ejercer una funcién quimioatrayente, guiando a
los espermatozoides hacia el ovocito. Esta capacidad quimiotactica se ha demostrado en algunas
especies de mamiferos, pero hasta el momento, no en la especie ovina. Para responder a este
mecanismo de quimiotaxis parece necesario que los espermatozoides estén capacitados, es decir,
gue hayan sufrido una serie de cambios moleculares y bioquimicos que les confieren la capacidad
fecundante.

Por ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar la respuesta quimiotactica de los
espermatozoides ovinos en presencia de fluido folicular de la oveja obtenido en distintas fases del
ciclo estral y valorar la influencia del estado de capacitacion espermatica en la respuesta.

Para ello se utiliz6 fluido folicular ovino obtenido en las fases folicular y luteal tardia, a
concentraciones de 2% y 10%. Se ensayaron sobre espermatozoides sin capacitar y capacitados
in vitro en ausencia y presencia de agentes elevadores del AMPc, que disparan la capacitacion en
la especie ovina. Tras valorar la calidad de los espermatozoides (motilidad, viabilidad y estado de
capacitacion), se realizaron los ensayos de quimiotaxis utilizando camaras IBIDI® p-Slide
Chemotaxis y el analisis mediante el software open CASA.

Los resultados obtenidos demostraron que unicamente el fluido folicular de oveja obtenido en
la fase luteal tardia, a ambas concentraciones ensayadas, es capaz de generar quimioatraccion,
pero solamente sobre los espermatozoides ovinos capacitados en presencia de elevadores del
AMPc.

2. Abstract

The follicular fluid is the biochemical environment in which the oocyte develops until its
ovulation, and its composition changes throughout the estrous cycle. The follicular fluid is
released together with the oocyte, in the moment of ovulation, and it has been proposed as a
chemoattractant for spermatozoa to localize the egg. This chemotactic ability has been
demonstrated in some mammals, but, until date, no studies have been done in ovine. Also, it seems
necessary that spermatozoa must be capacitated to respond to the chemotactic stimulus, that is
that they had suffered some molecular and biochemical changes that confers them the fertilisation
ability.

Therefore, the aim of this work was to study the chemotactic response of ovine sperm in
presence of ovine follicular fluids, obtained at different stages of the estrous cycle, and to evaluate
the influence of the sperm capacitation status in the chemotaxis mechanism.

To perform the experiments, ovine follicular fluids were obtained in the late follicular and
luteal phases. Two fluid concentrations, 2% and 10%, were tested on non-capacitated and
capacitated spermatozoa, without and with cAMP-elevating agents. After the sperm quality
evaluation (motility, viability, and capacitation status), the chemotactic assays were carried out
with the aim of the commercial device IBIDI® p-Slide Chemotaxis chamber.

The obtained results showed a chemotactic response of the spermatozoa capacitated in
presence of cAMP-elevating agents to the late luteal-phase follicular fluid, at both tested
concentrations.
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3. Introduccion

3.1. Procesos experimentados por los espermatozoides

Los gametos masculinos se producen en los testiculos mediante el proceso de
espermatogénesis. En la ultima fase, también denominada espermiogénesis, las espermatidas
sufren una serie de cambios que finalmente daran lugar a la formacion de los espermatozoides.
Entre estos cambios se incluyen la condensacion del ndcleo, la formacion del acrosoma a partir
del aparato de Golgi, la reduccion del citoplasma y el desarrollo del flagelo. Una vez formados,
se produce la espermiacién, o liberacion de los espermatozoides al lumen de los tdbulos
seminiferos y, finalmente, su transito por el epididimo, donde adquieren la motilidad y se
producen en los ultimos cambios a nivel de membrana, compactacion del nicleo con protaminas
y la eliminacidn de la gota citoplasmatica (1). Es entonces cuando los espermatozoides estaran
completamente maduros Yy listos para ser eyaculados. No obstante, la capacidad de fecundar el
oVvocito in vivo solo se produce tras su paso por el tracto genital femenino, en un proceso complejo
denominado capacitacion espermatica (2).

3.1.1. Capacitacion

Tras la cépula o inseminacidn artificial (IA), los espermatozoides llegan al tracto reproductor
femenino (TRF) y atraviesan el Utero para, finalmente, depositarse en el istmo del oviducto. Una
vez alli, los factores descapacitantes, aportados por las glandulas accesorias en el momento de la
eyaculacion, son eliminados y comienza el proceso de capacitacion. Este proceso no se produce
en todos los espermatozoides al mismo tiempo, sino en oleadas (3).

El término capacitacion espermatica se definié por primera vez en mamiferos como el
intervalo de tiempo que los espermatozoides deben permanecer en el TRF antes de adquirir
capacidad de fecundacion (4-6). En este lapso, los espermatozoides experimentan un conjunto de
cambios bioquimicos, metabdlicos y estructurales, cuyo fin es la adquisicion de capacidad
fecundante por parte del gameto masculino (2). Concretamente, este proceso implica una serie de
cambios en la membrana plasmatica, como la salida de colesterol y el aumento de la fluidez de la
misma y un incremento de iones intracelulares, como calcio y bicarbonato (7). Esto da lugar a la
activacion de la enzima adenilato ciclasa soluble (AC) (8), que fomenta la generacién de AMPc
y éste, a su vez, la activacion de la proteina quinasa A (PKA) (via AC/ICAMP/PKA). La PKA da
lugar a la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina (9), tanto en el flagelo, como en la
cabeza del espermatozoide. Esta serie de eventos finalmente conducen a la hiperactivacion
flagelar (10) y a la reaccion acrosémica (11).

3.1.2. Hiperactivacion flagelar

Durante la fase final de maduracion de los espermatozoides en el tracto reproductor masculino,
concretamente en el epididimo, los espermatozoides adquieren la capacidad de movimiento por
activacion del batido flagelar. Presentan entonces un movimiento de avance rectilineo,
denominado motilidad activada, que les permitira avanzar en el TRF tras la eyaculacion (12, 13).
Una vez alli, y tras sufrir el proceso de capacitacion, se produce la hiperactivacion flagelar,
caracterizada por un aumento en el batido y flexion del flagelo. Por tanto, los espermatozoides
pasan de avanzar rectilineamente a realizar un movimiento caracterizado por una gran amplitud
de desplazamiento lateral de la cabeza y una trayectoria curvilinea (13)

Este proceso tiene un papel clave en la fecundacion ya que potencia la habilidad de los
espermatozoides para atravesar la mucosidad del oviducto y finalmente penetrar la matriz de
células del cummulus y la zona peltcida del ovocito (13).
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La hiperactivacion de la motilidad estd relacionada principalmente con la fosforilacion de
proteinas especificas del flagelo, mediante la via AC/AMPc/PKA mencionada anteriormente (14)
y la entrada del ion Ca?* a través de los canales CatSper, unos canales de Ca?* especificos de los
espermatozoides (15). Este ion es fundamental, ya que la actividad de las dineinas, que son las
principales proteinas motoras de los microtdbulos del flagelo, esta regulada por altas
concentraciones de Ca?* (16)

Finalmente, cabe destacar que se ha relacionado la hiperactivacion flagelar con la quimiotaxis.
De esta forma, algunos autores postulan que la hiperactivacion se produciria de forma puntual e
intermitente como mecanismo para captar el gradiente del compuesto quimioatrayente, y una vez
detectado, el espermatozoide continuaria con el movimiento rectilineo durante un tiempo (12).

3.1.3. Uniodn a la zona peldcida y reaccion acrosémica

La reaccién acrosdmica es un proceso fisioldgico imprescindible para poder llevar a cabo la
fecundacion. Este proceso implica la fusion de la membrana plasmatica con la membrana
acrosomal externa del espermatozoide y la liberacidn de enzimas del acrosoma que le permitiran
atravesar la zona pellcida que rodea al ovocito (17). La reaccion acrosémica se puede producir
tanto de un modo espontaneo, por contacto con la zona pelicida, como inducirla in vitro (18). En
la zona pellcida del ovocito se encuentran glicoproteinas de reconocimiento que interaccionan
con la membrana del gameto masculino (proteina-proteina o carbohidrato-proteina), produciendo
una cascada de transduccidn de sefial dependiente de calcio (19).

Una vez tiene lugar la reaccion acrosdmica, el espermatozoide tiene la capacidad de atravesar
la zona pelucida con el fin de alcanzar el espacio perivitelino del ovocito. En ese momento se
desencadenan una serie de mecanismos para evitar la poliespermia, como el cambio de potencial
en la membrana del ovocito y el endurecimiento de la zona pelucida, gracias a la liberacion de
enzimas provenientes de los granulos del espacio perivitelino (20).Tras este proceso, se fusionan
las membranas de ambos gametos para, finalmente, completar el proceso de fecundacion (21).

3.2. Fluido folicular y su composicion

El fluido folicular (FF) es un biofluido complejo en el que se desarrolla el ovocito previamente
a la ovulacién. El entorno biolégico que conforma actla como importante mediador en la
comunicacion entre las células del foliculo antral y ademas se encarga de sustentar al ovocito. Por
ello, es un elemento clave para que la fertilizacion del ovocito se lleve a cabo con éxito, desde la
comunicacion entre los gametos hasta el desarrollo de embriones viables (22).

El fluido folicular se considera un medio no definido respecto a los compuestos que lo forman.
Sin embargo, se ha descrito que entre sus componentes se encuentran principalmente hormonas,
enzimas, anticoagulantes, electrolitos y especies reactivas de oxigeno (ROS) relacionadas con la
actividad metabdlica de las células del foliculo (22), asi como exudados del suero sanguineo (23).
Entre las hormonas se encontrarian estrogenos (estradiol 17p), progesterona, testosterona, (24),
inhibina (25) y melatonina (26, 27). A su vez, también se han encontrado iones (sodio, potasio,
cloruro), y otros compuestos como glucosa, B-hidroxibutirato, lactato, urea, albumina, acidos
grasos sin esterificar, colesterol (23, 28), factores de crecimiento y factores de tipo olfatorio y
odorante producidos por el ovocito, y, segin algunos autores, con capacidad quimioatrayente (29,
30). La composicion del fluido folicular varia durante las distintas fases de desarrollo folicular a
lo largo del ciclo estral en mamiferos (23). En el caso concreto de las hormonas esteroideas, la
hormona predominante durante la fase folicular es el 17-B-estradiol (E), secretado por los
foliculos en crecimiento, mientras que en la fase luteal, la hormona dominante es la progesterona
(P4), secretada por el cuerpo lateo (31).
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3.3. Mecanismos de orientacion espermatica: Quimiotaxis

La orientacion del espermatozoide es un proceso clave para su llegada al gameto femenino y
se han descrito tres posibles mecanismos: termotaxis (32), reotaxis (33) y quimiotaxis (34), en la
gue se centra este trabajo. Cada uno de ellos produce una respuesta ante un estimulo diferente:
gradiente de temperatura, flujo de fluido y gradiente de concentracion de un quimioatrayente,
respectivamente (35).

La quimiotaxis es un mecanismo por el cual el espermatozoide se orienta y desplaza hacia
(quimioatraccion) o en contra (quimiorepulsion) del gradiente de una sustancia quimiotéctica
(30). En el caso de los animales marinos invertebrados, cuya fecundacion es externa, esta
ampliamente demostrada la relacion quimiotactica entre el espermatozoide y el ovocito, y se
conocen los agentes quimioatrayentes implicados, asi como su receptores en el espermatozoide y
vias de sefializacion que se desencadenan (30). En cambio, la quimiotaxis espermética en
mamiferos todavia presenta multitud de incégnitas. Esta ha sido estudiada en especies como el
ser humano (36, 37), conejo (38), ratdn (39), toro (40) y cerdo (41).

En el caso de especies no mamiferas el propdsito del proceso de quimiotaxis es la atraccion
del mayor numero de espermatozoides al ovocito, mientras que en mamiferos parece ser el
reclutamiento de una poblacion seleccionada de espermatozoides capacitados con anterioridad.
En las especies en las que se ha estudiado, se ha observado que, Unicamente los espermatozoides
sometidos al proceso de capacitacion, ya sea in vitro o in vivo, muestran una respuesta de
guimioatraccion ante los estimulos de gradiente de concentracion (42). Como se ha comentado
anteriormente, parece que existe una relaciéon entre quimiotaxis e hiperactivacion. Se cree que,
antes de la deteccidn de estimulos quimiotacticos, los espermatozoides presentan un movimiento
de hiperactivacion flagelar (35). Sin embargo, una vez localizado el gradiente del
quimioatrayente, el espermatozoide se desplazaria del mismo modo que previamente a la
hiperactivacién, es decir de modo lineal y simétrico, para poder alcanzar al ovocito (12). Si se
alejan del area de influencia de la sustancia quimioatrayente, volverian a exhibir el patrén de
movimiento hiperactivado, hasta que localizan de nuevo la sustancia.

3.3.1. Posibles agentes quimioatrayentes en el fluido folicular
Entre los compuestos que se postulan como agentes quimioatrayentes para los
espermatozoides estarian las hormonas esteroideas, la melatonina y factores odorantes.

Las hormonas esteroideas, como la progesterona y el estradiol, tienen un importante papel en
la regulacion de los procesos reproductivos en mamiferos a través del eje hipotalamico-
hipofisario-gonadal (43). Estas hormonas regulan la expresion génica tras su unién a receptores
nucleares. Pero, aparte de esta accion genémica, las hormonas esteroideas también pueden ejercer
efectos rdpidos en varios tipos celulares por union a receptores especificos en la membrana
plasmatica, activando rutas de transduccion de sefiales (44). Recientemente, se ha descrito la
presencia de receptores de membrana en espermatozoides ovinos para la progesterona y el 17-
estradiol en la region ecuatorial y en la pieza intermedia. Ademas, se ha observado que estos
receptores cambian de localizacion tras la capacitacion in vitro (45). La union de las hormonas
esteroideas a sus respectivos receptores da lugar a efectos no genémicos sobre la funcionalidad
espermatica ovina (motilidad progresiva, capacitaciéon y reaccion acrosémica) (46). En cuanto a
su papel quimioatrayente, nuestro grupo de investigacion ha realizado ensayos de quimiotaxis con
ambas hormonas que apuntan a una posible accidon quimiotactica sobre espermatozoides ovinos
(datos no publicados). La accién quimioatrayente de la progesterona se ha descrito en
espermatozoides de otras especies, como conejo y humano (38, 47), pero no asi la del estradiol.
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La melatonina es una hormona derivada del amino&cido triptéfano, y estda implicada en
multitud de procesos fisiologicos y fisiopatoldgicos, entre otros, procesos relacionados con la
reproduccién estacional en mamiferos y los ritmos circadianos (48). Ademas, tiene una clara
accion antioxidante, evitando el dafio oxidativo en macromoléculas, células, tejidos y érganos.
Esta hormona es sintetizada principalmente durante la noche por la glandula pineal (48, 49). Pero
también se sintetiza melatonina en otros tejidos extrapineales (50) como por ejemplo el tracto
gastrointestinal (51), o el tracto reproductor masculino (52) y femenino de algunos mamiferos.
Cabe destacar que la melatonina esta presente también en el plasma seminal (53), y en el fluido
folicular (27) alcanzando incluso concentraciones superiores a las del suero sanguineo. Por tanto,
los espermatozoides estan expuestos a diferentes concentraciones de melatonina primero en el
tracto reproductor masculino, y luego en el femenino. El grupo de investigacion en el que se ha
realizado el presente trabajo observo que la melatonina, afiadida in vitro a los espermatozoides
ovinos, tiene un efecto modulador sobre la capacitacidén espermética (54), ademas de producir un
descenso del dafio oxidativo, ya que disminuye los niveles de ROS (55). Ademas, se ha descrito
la presencia de receptores de membrana para melatonina (MT1 y MT2) en espermatozoides
ovinos (56),y demostrado que, parte de estas acciones se llevan a cabo a través de su union a los
mismos (57). En cuanto a su posible accion quimioatrayente, se ha descrito su efecto sobre
algunas células sométicas como neutrofilos (58), pero, hasta la fecha no existen evidencias sobre
su accion sobre espermatozoides.

Finalmente, los factores odorantes poseen receptores en muchos tejidos, no solo en el epitelio
respiratorio (59). Se ha demostrado que estos factores pueden producir quimiotaxis espermatica
mediante la activacion de una via de transduccion olfatoria tras la unién a su receptor (30, 60),
como el hOR17-4 en el caso la especie humana (60). Ademas, estos factores estan asociados con
procesos como la espermatogénesis, maduracion, capacitacion, motilidad y fertilizacién. No
obstante, todavia quedan muchas incégnitas en cuanto al mecanismo de accion y la implicacion
de los odorantes en la funcionalidad espermatica. (61).

3.3.2. Meétodos de estudio de la quimiotaxis

Para llevar a cabo el estudio de quimiotaxis existen diferentes tipos de dispositivos que se han
ido desarrollando y mejorando a lo largo de los afios. El primero utilizado fue la camara Boyden,
y posteriormente las camaras Zigmond, Dunn y, la usada en este trabajo, IBIDI® p-Slide
Chemotaxis (Fig.1).
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Figura 1. Representacion grafica de los principales dispositivos de quimiotaxis. Camara Boyden (A), camara
Zigmond (B), camara Dunn (C) y camara ibidi u-Slide Chemotaxis (D).

Iméagenes adaptadas de: https:/ibidi.com/img/cms/resources/AG/FL_AG_035_Chemotaxis_150dpi.pdf

La camara Boyden, en un principio fue disefiada para el estudio de la quimiotaxis en
leucocitos. Este dispositivo consiste en dos compartimentos separados por una membrana por la
que Unicamente pasan las células con capacidad de migracion de un compartimento a otro. El
recuento de estas células se realiza en la membrana. El gradiente quimico que se establece es
escalonado y hay una distribucion no homogénea al inicio del ensayo (62, 63).


https://ibidi.com/img/cms/resources/AG/FL_AG_035_Chemotaxis_150dpi.pdf
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En cuanto a la cdmara Zigmond, fue usada por primera vez en leucocitos polimorfonucleares.
Las células crecen y migran en un cristal en el puente entre los dos reservorios. El gradiente
guimico en este caso es lineal y la distribucion celular previa es homogénea; sin embargo, no
mantiene la estabilidad en un tiempo prolongado (64).

La camara Dunn es similar a la anterior; también tiene definido un gradiente lineal, la
distribucion inicial es homogénea, pero la estabilidad a largo plazo es mayor que en la cdmara
Zigmond. Asimismo, esta cdmara consigue una mayor precision dimensional y presenta mejores
caracteristicas dpticas. Se trata de un portaobjetos con dos pocillos concéntricos separados por un
puente. Se ha usado para el estudio de fibroblastos (65), y nuestro grupo de investigacién también
la ha usado para espermatozoides (66, 67).

Finalmente, la cdmara IBIDI® u-Slide Chemotaxis usada en este estudio, se emplea para
analizar el movimiento y migracion de distintos tipos de células, rapidas o lentas, adherentes o no
adherentes, por medio de un puente gue conecta dos reservorios. Se establece un gradiente
quimico lineal a largo plazo en uno de los reservorios y permite analizar con detalles la migracion
de las células en estudio. A pesar de que sirve para varios tipos de células, principalmente se ha
usado en estudios de células de migracion lenta. Sin embargo, se ha empezado a emplear para
células con mayor capacidad de migracion obteniéndose buenos resultados (68, 69), por lo que
fue la elegida para llevar a cabo el presente trabajo.

Ademas de estas camaras, se estan creando nuevos dispositivos empleando la microfluidica
para mejorar los ensayos tanto de quimiotaxis como de termotaxis en gametos masculinos (70)

Antiguamente el andlisis quimiotactico se realizaba mediante la grabacion de las muestras y
posterior trazado manual de la trayectoria de los espermatozoides (71). En 1989 aparecid por
primera vez un sistema de andlisis espermético automatizado (72). No obstante, el desarrollo de
nuevos softwares para el analisis de las trayectorias celulares en la camaras de quimiotaxis, como
los sistemas CASA (Computer-assisted sperm analysis) han facilitado el analisis de los datos
obtenidos en las grabaciones (73). El grupo de investigacion donde se ha llevado a cabo el
presente trabajo desarroll6 un software libre llamado OpenCASA que, ademas de analizar los
parametros de calidad seminal (motilidad, morfologia y viabilidad), presenta un modulo
especifico para el analisis de quimiotaxis (Chemotaxis module) que proporciona informacion
sobre el comportamiento quimiotactico mediante dos indices: Ch (de Chemotactic index) y SL
(de Straight Line index) (74).
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4. Hipotesis y objetivos

Existen numerosos estudios sobre el fendbmeno de quimiotaxis en células sométicas y en
espermatozoides de animales de fecundacion externa, sin embargo, los Ilevados a cabo con
espermatozoides de mamiferos son escasos. Hasta el momento, se ha descrito cierta respuesta
quimiotactica hacia el fluido folicular en espermatozoides de algunas especies como humano (36,
37), conejo (38), ratdén (39), bovino (40) o porcino (41). No obstante, no existen trabajos
publicados en la especie ovina. En muchos de estos estudios se ha observado que solamente los
espermatozoides que han sufrido el proceso de capacitacion, ya sea in vivo o in vitro, son capaces
de responder ante un estimulo quimiotactico (75).

Partiendo de estos antecedentes, la hip6tesis planteada en este trabajo fue que el fluido folicular
completo de oveja podria generar una respuesta de quimioatraccion sobre los espermatozoides
ovinos dependiendo del estado de capacitacion de los mismos, la fase del ciclo estral en la que se
recoge el fluido folicular, asi como la concentracion empleada.

Por todo ello, los objetivos planteados en este trabajo fueron:

1. El estudio del posible efecto quimiotéctico del fluido folicular de oveja, recogido en las
fases folicular y luteal tardias, sobre los espermatozoides ovinos.

2. La determinacion del grado de respuesta quimiotactica en funcion del estado de
capacitacion en el que se encuentren los espermatozoides ovinos.

3. Laevaluacion de la influencia de la concentracion de fluido folicular de oveja en la accion
guimiotactica sobre los espermatozoides ovinos.
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5. Materiales y métodos

5.1. Obtencion de las muestras seminales

Las muestras seminales utilizadas para la realizacion de los experimentos se obtuvieron a partir
de moruecos adultos (2-4 afios de edad) de laraza Rasa aragonesa estabulados en las instalaciones
del Servicio de Experimentacion Animal (SEA) de la Facultad de Veterinaria de la Universidad
de Zaragoza.

Las extracciones fueron llevadas a cabo desde noviembre de 2020 hasta abril de 2021 por el
personal del SEA, mediante vagina artificial. Se obtuvieron dos eyaculados consecutivos de cada
morueco Y se trabajé con la mezcla de segundos eyaculados con el fin de evitar diferencias
individuales y porque estd demostrado que los espermatozoides del segundo eyaculado tienen
mejores parametros de calidad que los del primero (76). Tras la recogida, 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 utilizadas en este Trabajo de Fin de Grado fueron cedidas
amablemente por el Grupo de Investigacién de Fisiologia de la Reproduccion de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Murcia.

Las muestras procedentes de varias ovejas se obtuvieron en distintas fases del ciclo estral. En
este trabajo se emplearon muestras procedentes de la fase folicular tardia (FFT) y fase luteal tardia
(FLT) debido a que podian presentar mayor variacién en su composicion, sobre todo en la
concentracion de las hormonas presentes en las diferentes fases. Las muestras se conservaron
congeladas a -80 °C hasta su uso.

5.3. Seleccion espermatica: método de “swim-up/dextrano”

El semen esta formado tanto por los espermatozoides como por el plasma seminal, un conjunto
de secreciones procedentes mayoritariamente de las glandulas sexuales accesorias. A pesar de
jugar un papel importantisimo en la funcionalidad espermaética, el contacto prolongado con el
plasma seminal produce efectos perjudiciales en algunos parametros de calidad seminal, como la
motilidad y la viabilidad (77, 78). Ademas, el plasma seminal contiene hormonas y otras
sustancias en su composicion que podrian alterar los resultados experimentales. Por ello, es
necesaria la separacion de los espermatozoides del plasma seminal, y en este trabajo se llevo a
cabo mediante el método de swim-up/dextrano. Esta técnica se desarrollé para espermatozoides
humanos como alternativa a la centrifugacion, ya que causaba efectos dafiinos sobre las células
espermaticas (77) y, posteriormente se adaptd para espermatozoides ovinos (78)

El método swim-up/dextrano es un método de lavado y seleccion espermatica, puesto que
permite la obtencion de una muestra enriquecida en espermatozoides con alta viabilidad y
motilidad, sin la presencia del plasma seminal. El fundamento de esta técnica consiste en que
Gnicamente los espermatozoides con buena motilidad son capaces de nadar y atravesar la capa
intermedia enriquecida en dextrano que se deposita sobre ellos y les dificulta el movimiento.
Ademas, los espermatozoides con la membrana alterada quedan retenidos en esa capa. Por ello,
en la fase de recogida encontraremos una mayor proporcion de espermatozoides métiles y viables,
libres de plasma seminal (Fig. 2).



Trabajo Fin de Grado-Celia Martinez Saz

Figura 2. Representacion grafica de la técnica

Te=37°C —_ —_ swim-up/dextrano. En verde representados los
‘— ] ] espermatozoides viables; en rojo los no viables.
: Fuente: Imagen creada con BioRender.com
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El medio usado en este método de seleccion espermética es el mHTF (modified Human
Tubular Fluid Medium) adaptado a la especie ovina. Su composicion es la siguiente: NaCl 50
mM, KCI 10 mM, MgSQs (anhidro) 0,4 mM, K:HPO,4 0,3 mM, HEPES 21 mM, glucosa 2,8 mM,
piruvato sodico 0,3 mM, lactato sddico 18,6 mM y sacarosa 200 mM (pH 6,5). A partir de él, se
preparan dos medios: mHTF-BSA o medio de recogida (5 mg albimina sérica bovina (BSA)/ml
MHTF) y mHTF-dextrano (30 mg dextrano/ml mHTF).

Para llevar a cabo el proceso se depositaron 500 pL de semen fresco en la base un tubo de
ensayo con base redondeada de 15 mm de diametro y encima se colocaron suavemente 500 pL
de mHTF-dextrano, sin mezclar las fases. Finalmente, se depositaron 1,5 mL de mHTF-BSA, y
se incubaron 15 minutos dentro de una estufa a 37 °C. Tras la incubacion, se recogieron 750 uL
del sobrenadante de la fase superior y se renovd ese volumen con 750 uL. de mHTF-BSA. Se
repitié este proceso 3 veces mas, obteniendo un total de cuatro sobrenadantes, y se descarté el
primero por poder contener todavia restos de plasma seminal. Finalmente, se homogeniz6 la
mezcla de los otros tres sobrenadantes, siendo esta la muestra de espermatozoides seleccionados.

5.4. Calculo de la concentracion espermatica
La concentracion espermatica en la muestra se determin6 usando una cdmara de Neubauer. En
moruecos, la concentracion de espermatozoides en el eyaculado varia entre 3-7 x 10° cél/mL.

La muestra obtenida por swim-up se diluyé 1/100 (v/v) con agua para lograr la inmovilizacion
de los espermatozoides y permitir su recuento. Se coloco una gota de 8 uL de dicha dilucién en
la camara de Neubauer por capilaridad con la ayuda de una micropipeta. El recuento se llevé a
cabo usando un microscopio Optico Nikon eclipse 50i de contraste de fases (Nikon Eclipse 50i;
Nikon, Tokyo, Japdn), con el objetivo de 10 aumentos (100x aumentos totales). Tras el recuento,
se calcul6 la concentracion de la muestra seleccionada mediante la formula:

1
Dilucién

cél
Concentracion (W) = n2 de células contadas x 10* x

5.5. Induccidn de la capacitacion in vitro

Como algunos autores habian descrito previamente que solo los espermatozoides capacitados
eran capaces de mostrar una respuesta quimiotactica (30, 36), en el presente trabajo se indujo la
capacitacion espermatica in vitro de los espermatozoides ovinos para estudiar y comparar el efecto
quimiotactico del fluido folicular tanto en muestras capacitadas como no capacitadas.

Para la induccién de la capacitacion in vitro, las muestras obtenidas por la técnica de swim-
up/dextrano, se diluyeron hasta una concentracion de 1,6 x 108 células/mL en medio TALP. Este
medio estd compuesto por NaCl 100 mM, KCI 3,1 mM, NaH2PO. - 2H,0 25 mM, &cido lactico
0,3 mM, MgCl; - 6H,0 21,6 mM, HEPES 3 mM, &cido piravico 0,4 mM, NaHCO3 25 mM, CaCl,
3 mM y BSA 5mg/mL, pH=7,3. Este medio se usa para la induccion de la capacitacion in vitro
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en numerosas especies, pero la especie ovina es particularmente dificil de capacitar debido a sus
bajos niveles de AMPc. Por ello, para capacitar espermatozoides ovinos in vitro se requiere de la
adicion de una serie de sustancias que disparan este proceso, ya que incrementan el AMPc
asegurando de este modo la capacitacion (79). A la mezcla de estas sustancias se le denominé
cocktail (CK), e incluye: db-AMPc 1 mM, cafeina 1 mM, teofilina 1 mM, acido okadaico 0,2 uM
y metil-B-ciclodextrinas (MBCD) 2,5 mM. A las muestras incubadas en medio TALP se les
denomind muestras cap-TALP y a las incubadas en medio TALP con elevadores del AMPc,
muestras cap-CK.

Para una correcta capacitacion in vitro se necesita incubar a los espermatozoides en estufas
que simulen las condiciones del interior del tracto reproductor femenino. En este caso, se
incubaron ambos tipos de muestras en alicuotas de 500uL (1,6 x 108 espermatozoides/ml) a 39
°C, con un 5% de CO; y una humedad del 100%, manteniendo los tubos abiertos para permitir el
intercambio gaseoso. Normalmente esta incubacion se alarga hasta 3 horas, pero a partir de la
segunda hora, los espermatozoides comienzan a aglutinarse, lo que dificulta su movimiento y, por
tanto, el estudio de la quimiotaxis. Por esta razon, en este trabajo la incubacion sélo se llevo a
cabo durante dos horas.

5.6. Evaluacion de las muestras espermaticas

Previamente a la realizacion de los ensayos de quimiotaxis, se valor6 la motilidad, la integridad
de la membrana espermatica y el estado de capacitacion, tanto de las muestras swim-up, como de
las capacitadas (cap-TALP y cap-CK).

5.6.1. Valoracion de la motilidad espermatica

Para la valoracion de la motilidad espermatica se empled un sistema de analisis computarizado,
el cual se denomina genéricamente CASA (Computer Assisted Semen Analysis). Concretamente,
se uso el software libre OpenCASA, creado por el grupo en el que se realiza el presente trabajo
(74), y una camara de video (acA1920-155uc, Basler, Exton, PA, EE. UU.) conectada a un
microscopio Optico con contraste de fases (Nikon Eclipse 50i; Nikon, Tokyo, Japon). Este
microscopio estaba equipado con una platina térmica para mantener las muestras a la temperatura
Optima mientras se analizaron, usando el objetivo de 10X (100x aumentos totales).

Con relacion a la preparacion de las muestras para llevar a cabo este analisis, fue necesario
diluirlas a 3 x 107 cél/mL para que el programa analizase correctamente las trayectorias de los
espermatozoides. Las muestras swim-up se diluyeron 1/10 y las capacitadas 1/2 (v/v) en medio
mHTF. Se colocé una gota de 10 puL 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. El programa analiza la trayectoria de los espermatozoides y los clasifica atendiendo a su
motilidad y velocidad. Los pardmetros que se analizaron fueron la motilidad total (porcentaje de
espermatozoides que se mueven) y la motilidad progresiva (porcentaje de espermatozoides que
se desplazan siguiendo una trayectoria rectilinea sobre el total de espermatozoides matiles).
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5.6.2 Estudio de la integridad de la membrana plasmatica: viabilidad

La integridad de la membrana plasmatica, es decir, la viabilidad, se evalué mediante una doble
tincion con dos fluorocromos: yoduro de propidio (IP) y diacetato de carboxifluoresceina (CFDA)
(80).

El diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) es un compuesto incoloro y poco ionizado, por lo
que es capaz de penetrar en todas las células por difusion a travées de la membrana. Una vez dentro
de ellas, las esterasas intracelulares lo hidrolizan produciendo acetato de carboxifluoresceina, el
cual emite fluorescencia verde. Este compuesto esta altamente ionizado, por tanto, no es capaz de
atravesar la célula en el caso de que su membrana estuviese intacta y queda retenido dentro de
ella. Asi, los espermatozoides viables que presenten metabolismo activo y membrana intacta
apareceran de color verde bajo la iluminacion fluorescente. Por otro lado, el yoduro de propidio
(IP) es un colorante nuclear que sélo penetra en aquellas células con membrana dafiada, uniéndose
a su DNA 'y tifiendo de rojo la cabeza del espermatozoide (Fig. 3.B).

Se puede llevar a cabo la determinacion de la viabilidad usando un microscopio de
fluorescencia o un citémetro de flujo. En estos experimentos se us6 un citometro de flujo, el cual
hace pasar las células tefiidas de una en una a través de un capilar y, al incidir un laser sobre ellas,
aporta informacién sobre su coloracion y, por tanto, sobre el estado de su membrana.

A. B.

N1 N2

FL4 Log

FL1 Log

Figura 3. A) Imagen representativa de las diferentes poblaciones de espermatozoides obtenidas por citometria de flujo
(fotodetectores FL1 y FL4) tras la tincion con CFDA/IP: espermatozoides no viables en el cuadrante superior derecho
y los viables en el inferior derecho. B) Imagen representativa de la tincién con CFDA/IP evaluada con microscopio
optico de fluorescenciay con filtro de excitacion 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. Fuente: “Manejo reproductivo ovino” (81)

Para esta tincidn, las muestras se diluyeron en medio mHTF (1/60 las de swim-up y 1/30 las
capacitadas, v/v) y se afadieron 3 pL de CFDA (1 mM), 3 pL de IP (1,5 mM) y 3 pL de
formaldehido, que actia como fijador (0,5% v/v). Tras su incubacion a 37 °C, 10 minutos en
oscuridad, se analizaron con un citometro de flujo FC 500 (Beckman Coulter INC., Pasadena,
CA, EE. UU.), que dispone de un laser de argon de 488 nm. En cuanto a los filtros del citometro,
se utilizaron FL1-525 + 5 nm y FL4-675 + 5 nm, para CFDA y IP, respectivamente. El citbmetro
evalud 20.000 eventos (espermatozoides individuales) en cada muestra, y se tuvieron en cuenta
los espermatozoides viables (CFDA+/IP-) (Fig. 3.A).
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5.6.3. Analisis del estado de capacitacion: tincion con clorotetraciclina (CTC)

El estado de capacitacion se estudié mediante tincion con clorotetraciclina (CTC). La CTC es
un antibidtico capaz de penetrar en las células esperméticas, donde se une al calcio intracelular,
dando lugar a diferentes patrones de fluorescencia amarilla que varian en funcién de donde se
encuentre este cation divalente, y que se relacionan con su estado de capacitacion (82). La técnica
fue puesta a punto en raton (82), y validada posteriormente para la especie ovina (83). Tras la
tincién, bajo el microscopio de fluorescencia se distinguen: espermatozoides no capacitados, con
cabeza uniformemente fluorescente; espermatozoides capacitados, con fluorescencia en la mitad
anterior de la cabeza y sin fluorescencia en la mitad posterior; y espermatozoides que han sufrido
la reaccidn acrosémica, sin nada de fluorescencia o solo una banda en el segmento ecuatorial de
la cabeza (Fig. 4).

La solucién de trabajo de CTC se prepard cada dia, a una concentracion de 750 pM de
clorotetraciclina (Sigma-Aldrich) diluida en un tampon compuesto por NaCl 130 mM, TRIS 20
mM y DL-cisteina 5 puM, ajustando el pH a 7,8 y filtrandolo a través de un filtro de 0,22 pm de
poro. Una vez preparada la solucion, se agité durante 30 minutos aproximadamente en un
balancin, siempre en oscuridad, y se conservo en nevera hasta su uso. Para la tincion se afiadieron
20 pL de la solucién de tincion CTC a las muestras 1:1 (v/v). Para fijar la preparacion, se utilizaron
5 pL de una dilucion 1,25 % p/v de paraformaldehido en tampon TRIS-HCI 0,5 M. Las muestras
asi preparadas se incubaron como minimo 30 minutos a 4 °C antes de realizar el montaje para su
visualizacidn al microscopio. Para ello, en primer lugar se colocé una gota de 3 uL de DABCO
(1,4-diazabiciclo [2.2.2]octano) 0,22 M (en solucién de Glicerol:PBS (9:1 v/v)) en un
portaobjetos, para la conservacion adecuada de la fluorescencia, y sobre ella se depositaron 10 pL.
de la muestra tefiida previamente con clorotetraciclina. Tras mezclar las gotas, se coloco un
cubreobjetos, se retird el exceso de DABCO, y se sell6 con esmalte sintético para evitar la
desecacién. Una vez finalizada la preparaciéon se conservd a -20 °C en oscuridad hasta su
visualizacion.

Las preparaciones fueron analizadas mediante un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse
E-400. Se utiliz6 un filtro V-2A de 420- 490 nm de excitacion y 510 nm de emision. Se evaluaron
a 1000x aumentos totales utilizando un objetivo de inmersion, y se evaluaron un minimo de 100
espermatozoides de cada una de las preparaciones, diferenciando entre capacitados, no
capacitados y los que han sufrido la reaccién acrosomica.

A B C

Figura 4. Patrones de tincion con CTC en espermatozoides. El patrdn A es indicativo de que el espermatozoide no esta
capacitado (NC); el patrén B Gnicamente muestra florescencia en la region ecuatorial, indicativo de reaccion acrosémica
(R); el patron C muestra fluorescencia en la mitad acrosomal de la cabeza, indicativo de capacitacion (C).

Fuente: (Tejeiro, 2010) (84).
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5.7. Analisis de quimiotaxis

Se evaluaron tres grupos experimentales: espermatozoides obtenidos tras un proceso de swim-
up y espermatozoides procedentes de swim-up y capacitados in vitro en medio TALP sin (cap-
TALP) y con agentes elevadores del AMPc o cocktail (cap-CK).

5.7.1. Preparacion de muestras y carga en las camaras de quimiotaxis

Los dispositivos usados para valorar el posible efecto quimiotéctico de los dos fluidos
foliculares (de fase folicular tardia (FFT) y de fase luteal tardia (FLT)) fueron las IBIDI® x-Slide
Chemotaxis, que presentan 3 cdmaras independientes. En cada dispositivo, se emplearon dos de
las cdmaras para ensayar el fluido folicular a dos concentraciones (2% y 10 % FF (v/v)
respectivamente), y la tercera se utilizé para el control, sin afiadir fluido folicular. Cada cdmara
esta constituida por 2 reservorios unidos entre si mediante un puente (segmento AB en la figura
5). Los dispositivos se atemperaron previamente a 37 °C y se utilizé un dispositivo para cada
grupo experimental (swim-up, cap-TALP y cap-CK). En el puente central (AB) se inyectaron a
través del orificio A 6 uL de medio mHTF-BSA con espermatozoides a una concentracion de 2,5
x 108 cél/mL, y sin soltar la pipeta se aspiré el mismo volumen por el orificio B para un correcto
llenado del puente. En cada uno de los reservorios (CD y EF) se cargaron 65 pL de la muestra a
estudiar a la misma concentracion (2,5 x 10° cél/mL), en medio mHTF-BSA. La razén del uso de
este medio con BSA es la prevencion de la aglutinacion celular, ya que, si los espermatozoides se
aglutinasen, no podrian moverse libremente, por lo que las trayectorias quimiotacticas no serian
las reales, pudiendo alterar los resultados de los ensayos.

IBIDI® p-Slide Chemotaxis

Figura 5. Dispositivo 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 una de las tres camaras
independientes de andlisis quimiotactico del dispositivo. 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. Fuente: imagen
adaptada de ibidi.com (2021)

https://ibidi.com/channel-slides/9--slide-chemotaxis-ibitreat.html

A uno de los reservorios que contenia 65 pL de medio mHTF-BSA junto con los
espermatozoides (en este caso el EF), se le afiadieron (a través del orificio F) 30 uL de una dilucion
gue contenia fluido folicular del tipo y la concentracion estudiada en cada caso, junto con los
espermatozoides y el medio. Esta adicion se realizo en dos veces; primero se cargaron 15 ulL y se
aspir6 el mismo volumen por el orificio E y seguidamente se volvieron a cargar otros 15 pL para
establecer un gradiente. Dado que la concentracion del fluido folicular se diluye a la mitad tras
cargarlo en la camara, éste se preparé al doble de la concentracion deseada. En la camara que se
dej6 como control, se afiadié el mismo volumen de mHTF-BSA con los espermatozoides. La
disposicion experimental se plasma en la figura 6.
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Control Figura 6. Esquema resumen de disposicion de los
dispositivos para las 3 muestras espermaticas
ensayadas: sin capacitar (swim-up) y capacitadas en
TALP (cap-TALP) y en TALP con agentes elevadores
del AMPc (cap-CK). En las cdmaras “control” no hay
fluido folicular (FF), y en las camaras 2% FF y 10% FF
se inyect6 el fluido folicular a dichas concentraciones.
Fuente: Imagen adaptada de ibidi.com (2021)

https://ibidi.com/channel-slides/9--slide-chemotaxis-
ibitreat.html"

Capacitados TALP (cap-TALP)

Control 2% 10%

Waidi

Iz

Capacitados cocktail (cap-CK)

Se realizaron un total de 5 experimentos (repeticiones) con las tres condiciones experimentales
(control, 2%, y 10% FF), para cada tipo de fluido folicular (fase folicular tardia (FFT) y fase
luteal tardia (FLT)) usando espermatozoides sin capacitar (swim-up), y capacitados en medio
TALP sin (cap-TALP) y con un cocktail de sustancias elevadoras del AMPc (cap-CK).

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 contraste
de fases (Nikon eclipse 50i, Nikon, Tokyo, Japdn). Se grabaron cuatro videos de 3 segundos (en
cuatro campos diferentes) para cada condicién experimental (control, 2% y 10% FF). Los videos
se tomaron a una resolucion de 800x600 pixeles por pulgada (ppp) y a 200 fotogramas/segundo
(fps).

5.7.2. Analisis quimiotactico mediante el Software Open Casa

Los videos obtenidos se analizaron usando el mddulo de quimiotaxis del software libre
OpenCASA (Chemotaxis module), desarrollado por el grupo de investigacion en el que se ha
realizado el presente trabajo (74). Este mddulo detecta las trayectorias de espermatozoides
individuales y las representa normalizandolas a un mismo punto de referencia (origen), para poder
comparar las trayectorias (Figura 7). Se selecciona una region del plano para delimitar el area de
posible influencia ejercida por el gradiente de la hipotética sustancia quimioatrayente, en este
caso, de fluido folicular.
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A. B.

Sample basler aca1920-155uc (21644951)_20210211 |135802897
dumber of vacks 70

Y207V Tl B SPATE 20 TS5GE (21E44G51)_202 10211 V35602897 avk

N+ N° N+

N-
Figura 7. Representacién del analisis quimiotactico proporcionada por el software OpenCASA. La seccion
izquierda corresponde a los espermatozoides quimio traidos (N*). Los espermatozoides no quimioatraidos (N°) en la
seccion derecha. A. En el centro se representan las trayectorias relativas de los espermatozoides. Arriba a la izquierda
se indica el nimero de tracks y la muestra analizada (escogida al azar). B. Poblacién de esperma quimioatraido con un
angulo de llegada de la sustancia quimiotactica de 180° (mitad izquierda). Arriba a la izquierda se indica el valor de Ch
index y la muestra analizada (escogida al azar para la representacion de esta imagen).

La expresion para el calculo del indice Ch que utiliza el software es la siguiente:

+

N
Chindgex = m X 100

En este caso, como el fluido folicular se colocé en el reservorio de la derecha de cada cdmara,
se consideraron como quimioatraidos aquellos espermatozoides que presentaron mayoria de
angulos de desplazamiento apuntando hacia la derecha, debido a que por ese lado el fluido
folicular ejerce su posible influencia. Sin embargo, debido al sistema de lentes del microscopio,
que invierte la imagen, en el software se selecciond el valor de 180° para el anlisis. Una vez que
el programa analiza todas las trayectorias de cada video, proporciona el indice quimiotactico
denominado indice Ch (de Chemotaxis index), que corresponde al porcentaje de desplazamientos
(angulos) instantaneos apuntando en la direccion del gradiente quimiotactico, respecto al nimero
total de angulos de desplazamiento registrados (74). Este valor se expresa en tanto por uno, por
lo que su valor varia entre 0y 1, siendo el valor 1 el que corresponderia a un desplazamiento neto
por parte de todas las células analizadas hacia la sustancia quimiotactica. Es decir, cuanto mayor
sea el indice, habra una mayor cantidad de angulos en direccion al gradiente y por ello mayor
guimioatraccion.

Ademas del indice Ch, el médulo de quimiotaxis del software OpenCASA también
proporciona otra forma de medir la quimiotaxis, que es el indice SL (de Straight Line index). Este
parametro da informacion sobre el porcentaje de espermatozoides cuya trayectoria entra dentro
de la zona de influencia del gradiente quimiotactico (180°) en base Unicamente a su posicion
inicial y final sin tener en cuenta el recorrido.

5.8. Andlisis estadisticos

Los andlisis estadisticos de los resultados se Ilevaron a cabo utilizando el software GraphPad
PRISM® (version 8.0.1 (244); USA).

Para determinar la existencia de posibles diferencias significativas (p<0,05, p<0,01 o p<0,001)
en los resultados de motilidad, viabilidad, CTC e indice SL, se llev a cabo un estudio con
distribucion Chi cuadrado (%), mientras que el indice Ch se analiz6 con ANOVA no paramétrica
(Test de Krustal-Wallis). Los resultados se muestran como la media * error estandar de la media
(mean £ SEM).
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6. Resultados y discusion

6.1. Evaluacion de la calidad de las muestras espermaticas

Previamente a los ensayos de quimiotaxis, se evalud la calidad de las muestras seminales, con
relacién a la motilidad y viabilidad. Ademas, se comprobé el estado de capacitacion en las
distintas muestras antes (swim-up) y tras la induccidn de la capacitacién in vitro en medio TALP
sin y con un cocktail de sustancias elevadoras del AMPc, con el fin de verificar la eficacia del
proceso.

6.1.1. Motilidad

Los valores medios de los porcentajes de motilidad total y progresiva en las muestras
seleccionadas mediante swim-up fueron 88,10 + 1,20% y 28,54 + 1,86%, respectivamente (Figura
8). Estos valores disminuyeron significativamente (p<0,001) tanto en las muestras capacitadas en
medio TALP (cap-TALP) como en medio cocktail (cap-CK), con valores de 79,98 + 1,86% y
70,52 £ 2,72% de motilidad total y 9,66 + 1,12% y 6,97 £ 0,66% de motilidad progresiva en cap-
TALP y cap-CK, respectivamente.

Motilidad total y Motilidad progresiva
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Figura 8. Motilidad total y progresiva, evaluadas por el sistema Open-CASA, de muestras de espermatozoides ovinos
sin capacitar (swim-up) y sometidas a capacitacion in vitro en medio TALP sin (cap-TALP) y con un cocktail de
sustancias elevadoras del AMPc (cap-CK). Los resultados se muestran en porcentaje (%) como media = SEM (n=10):
***_indica diferencias significativas respecto a la muestra swim-up y ### respecto a la muestra capacitada en medio
TALP (p<0,001).

El descenso en el porcentaje de motilidad total de las muestras capacitadas respecto a la
muestra swim-up podria deberse a que durante las dos horas de incubacion in vitro en condiciones
capacitantes los espermatozoides van agotando sus reservas energéticas y, por tanto, reduciendo
su motilidad (83). EI mayor descenso en la motilidad total de las muestras cap-CK respecto a las
cap-TALP (p<0,001) podria atribuirse al hecho de que los agentes elevadores del AMPc
promueven en mayor medida la capacitacion espermatica (83)

La disminucion en la motilidad progresiva en muestras capacitadas también coincidié con lo
esperado (85), puesto que la capacitacién esta relacionada con la hiperactivacion espermatica, en
la que hay un cambio de patrén de movimiento en los espermatozoides, pasando de trayectorias
rectilineas a curvilineas y describiendo un movimiento “vigoroso” con una mayor amplitud del
batido flagelar en comparacion con los espermatozoides no capacitados (86).
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6.1.2. Viabilidad (integridad de la membrana)

Respecto a la viabilidad (integridad de la membrana plasmatica), se observd un descenso
después de la capacitacion in vitro. El valor medio de espermatozoides con la membrana intacta
en las muestras sin capacitar (79,64 + 2,47%) se redujo significativamente (p<0,001) hasta 68,8
* 3,22% y 71,23 + 2,53% en las muestras cap-TALP y cap-CK, respectivamente. No obstante,
entre las muestras capacitadas no se produjo ningin cambio notable, como se observa en la figura
9.

Viabilidad Figura 9. Viabilidad (integridad de la membrana
evaluada por tincién con CFDA/PI y visualizada
100 por citometria de flujo) de muestras de
espermatozoides ovinos sin capacitar (swim-up) y
804 % o sometidas a capacitacion in vitro en medio TALP sin
© I = (cap-TALP) y con un cocktail de sustancias elevadoras
E 60 del AMPc (cap-CK). Los resultados se expresan en
Q porcentaje (%), como media + SEM (n=10): *** indica
= 40- diferencias significativas (p<0,001) frente a la muestra
= swim-up.
20
0 T T T
O A \s @Q’
64‘ (:bQ <

En este caso, la disminucion del porcentaje de espermatozoides viables (con membrana
integra) también seria atribuible al tiempo de incubacién en condiciones capacitantes y a los
cambios en la membrana debidos a la desestabilizacion provocada por el propio proceso de
capacitacion (87). No obstante, los porcentajes de viabilidad tras el proceso fueron altos, y por
tanto las muestras se consideraron aptas para llevar a cabo los estudios de quimiotaxis.

6.1.3. Estado de capacitacién (CTC)

Los resultados obtenidos de la evaluacién del estado de capacitacion mediante tincion con
clorotetraciclina (CTC), revelaron diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides
no capacitados en los tres tipos de muestras, como se observa en la figura 10. Los valores medios
de espermatozoides no capacitados disminuyeron significativamente (p<0,001), pasando de una
media de 74,70 £ 2,11% en las muestras swim-up a 68,40 £ 4,66% y 60,44 + 4,49% en las muestras
capacitadas in vitro, cap-TALP y cap-CK, respectivamente. De manera concomitante, el
porcentaje de espermatozoides capacitados aumentd significativamente desde 20,60 + 1,97% en
la muestras swim-up hasta 25,90 + 4,06% en cap-TALP (p<0,01) y 33,56 + 3,98% en cap-CK
(p<0,001). Asimismo, se observaron diferencias significativas (p<0,001) entre ambas muestras
capacitadas, con un mayor porcentaje de espermatozoides capacitados en las muestras incubadas
en presencia de compuestos elevadores del AMPc (cap-CK).

En cuanto a los espermatozoides que ya habian sufrido la reaccion acrosémica
(“reaccionados”), no se observaron cambios significativos entre muestras (4,70 + 0,70%, 5,70 £+
0,98% y 5,89 + 1,17% en muestras swim-up, cap-TALP y cap-CK, respectivamente).
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Figura 10. Estado de capacitacion (evaluado por tincién con CTC y visualizacion al microscopio de
fluorescencia) de muestras de espermatozoides ovinos sin capacitar (swim-up) y sometidas a capacitacion in vitro en
medio TALP sin (cap-TALP) y con un cocktail de sustancias elevadoras del AMPc (cap-CK). Los resultados se
expresan en porcentaje (%) como media + SEM (n=10). ***, ** indican diferencias significativas (p<0,001 y p<0,01
respectivamente), respecto a la muestra swim-up, y ### con respecto a la muestra cap-TALP (p<0,001).

6.2. Estudio del posible efecto quimioatrayente del fluido folicular sobre los

espermatozoides ovinos

En el presente trabajo se investigé el efecto del fluido folicular de oveja obtenido en fase
folicular tardia (FFT) y fase luteal tardia (FLT) sobre la direccionalidad espermatica mediante el
analisis de los dos indices quimiotacticos descritos previamente (Ch y SL).Cuando se ensay® el
fluido de fase folicular tardia (FFT) a distintas concentraciones no se evidencid ningun cambio
significativo ni en el valor del indice Ch (Figura 11.A) ni en el SL (Figura 11.B) en ninguna de
las muestras espermaticas. Esto significaria que el FFT no tiene capacidad quimioatrayente ni
para muestras capacitadas ni sin capacitar a ninguna de las dos concentraciones ensayadas.

A, Fase folicular tardia B. Fase folicular tardia
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Figura 11. Respuesta quimiotactica de los espermatozoides ovinos frente al fluido folicular de oveja obtenido
en fase folicular tardia (FFT): valores de los indices Ch (A) y SL (B) de muestras de espermatozoides ovinos sin
capacitar (swim-up) y sometidas a capacitacion in vitro en medio TALP sin (cap-TALP) y con un cocktail de sustancias
elevadoras del AMPc (cap-CK) en ausencia (control) o presencia de diferentes concentraciones de FFT (2%,y 10%) en
las cAmaras de los dispositivos IBIDI® p-Slide Chemotaxis. Los resultados se expresan en tanto por uno, como valor
medio + SEM (n=5).

En el caso del fluido folicular obtenido en fase luteal tardia (FLT), cuando se analizaron los
indices Ch y SL, tampoco se observo ningun efecto quimioatrayente ni para espermatozoides sin
capacitar (swim-up) ni capacitados en medio TALP (cap-TALP) a ninguna de las concentraciones
de fluido ensayadas (Figura 12.A y 12.B). Sin embargo, los espermatozoides capacitados en
medio cocktail (cap-CK) si mostraron respuesta quimiotactica frente al FLT, ya que tanto el indice
Ch como el SL fueron significativamente mayores (p<0,001) en presencia del fluido al 2% y 10%
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en comparacion con la muestra control (sin FLT en el dispositvo /BIDI® u-Slide Chemotaxis)
(Figura 12.Ay 12.B).
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Figura 12. Respuesta quimiotactica de los espermatozoides ovinos frente al fluido folicular de oveja obtenido en
fase luteal tardia (FLT): valores de los indices Ch (A) y SL (B) de espermatozoides sin capacitar (swim-up) y
sometidos a capacitacion in vitro en medio TALP sin (cap-TALP) y con un cocktail de sustancias capacitantes (cap-
CK) en ausencia (control) o presencia de diferentes concentraciones de FLT (2% y 10%) en las cAmaras de los
dispositivos IBIDI® u-Slide Chemotaxis. Los resultados se expresan en tanto por uno, como valor medio + SEM. (n=5).
*** indica diferencias significativas (p<0,001), respecto al control (0% FLT)

Este trabajo evidencia que los espermatozoides no son quimioatraidos hacia el fluido folicular
obtenido en fase folicular tardia (FFT), pero si en fase luteal temprana (FLT)

El efecto del fluido folicular sobre la orientacion espermatica fue descrito por primera vez en
humanos (36, 37). Posteriormente se demostrd también en otras especies, como en conejo (38),
raton (39). En algunos de estos estudios, se demostrd que Unicamente los espermatozoides
capacitados son capaces de orientarse hacia una sustancia quimioatrayente. Los resultados del
presente trabajo también concuerdan con lo publicado, ya que s6lo las muestras cap-CK, que eran
las que contenian un mayor porcentaje de espermatozoides capacitados en comparacion con las
otras dos, mostraron una respuesta quimiotactica frente al FLT.

El hecho de que el fluido folicular obtenido en fase luteal tardia (FLT) diese lugar a una
respuesta quimiotactica y el obtenido en fase folicular tardia (FFT) no, podria atribuirse a que,
dado que la actividad metabdlica cambia durante los distintos estadios de desarrollo folicular, la
composicién bioquimica de este fluido también es variable a lo largo del ciclo estral (23). En
concreto, se sabe que existen diferencias en cuanto a los niveles de ciertas hormonas, como los
estrogenos y la progesterona. Asi, en la fase folicular la hormona predominante es el 17-p-
estradiol (E>), secretado por los foliculos en crecimiento, mientras que en la fase luteal la hormona
dominante es la progesterona (Pa), secretada por el cuerpo IGteo (31). Ya que es el fluido folicular
de fase luteal tardia el que presenta efecto quimioatrayente, la progesterona podria ser uno de los
posibles compuestos con actividad quimiotéactica. Esta hormona, ademas de estar implicada en la
capacitacion, hiperactivacién y reaccion acrosémica (88, 89), ya se ha postulado como agente
quimioatrayente para espermatozoides de algunas especies como conejo y humano (38). Aun asi,
debido a que el fluido ensayado es un fluido heterogéneo y variable, seria necesario un futuro
estudio de su composicién especifica y un analisis del efecto quimioatrayente de determinados
componentes por separado. A este respecto, nuestro grupo de investigacion ya ha realizado
ensayos de quimiotaxis solo con determinadas hormonas presentes en el tracto reproductor
femenino, entre ellas la progesterona y el estradiol (datos no publicados).

Los espermatozoides de mamiferos poseen receptores de membrana tanto para la progesterona
(PR) como para el estradiol (ERa y ERB). En el espermatozoide ovino se han descrito en la region
ecuatorial y en la pieza intermedia (45) y la union de esas hormonas a sus respectivos receptores
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da lugar a efectos no gendmicos sobre la funcionalidad espermética (motilidad progresiva,
reaccion acrosdémica y capacitacion) (46). Para averiguar si el efecto quimotéactico tiene lugar
también via receptores de membrana, habria que realizar estos ensayos de quimotaxis de nuevo
con agonistas y antagonistas de estos receptores de hormonas. Es interesante mencionar que, a
diferencia del receptor de progesterona, el de estradiol (ERp), disminuye su presencia en el
espermatozoide ovino tras la capacitacion (45, 46), lo que apuntaria a que el estradiol no tuviese
una accién quimotactica sobre espermatozoides capacitados, al menos a través de este receptor, y
por tanto, el fluido de la fase folicular, en el que esta hormona es la predominante, no tendria
efecto quimioatrayente, como se ha demostrado en el presente trabajo.

En cuanto a la concentracion efectiva de fluido folicular, en este trabajo, tanto el 2% como el
10% de FLT aumentaron los indices quimiotacticos en espermatozoides capacitados en medio
cocktail (cap-CK). Sin embargo, otros trabajos describen que el efecto quimiotéctico depende de
la concentracién de quimioatrayente (47). Puede ser que, en nuestro caso, si la respuesta de
quimiotaxis se corresponde con una representacion de una curva de campana, estemos en el rango
de concentraciones anteriores y posteriores a la méaxima efectiva (37). Si asi fuese, una elevada
concentracion de quimioatrayente podria saturar los receptores especificos en el espermatozoide
y, quizas, disminuir la respuesta quimiotctica (41). También podria ser que con una
concentracion del 2% o inferior se alcanzase la saturacion y no se viesen diferencias para
concentraciones superiores. Para comprobarlo, seria necesario realizar estos ensayos con un rango
més amplio de concentraciones de FLT.

7. Conclusiones
De acuerdo con los resultados obtenidos, las conclusiones que pueden extraerse son las siguientes:

1. El fluido folicular de oveja obtenido en la fase folicular tardia no tiene efecto
quimioatrayente sobre los espermatozoides ovinos

2. El fluido folicular de oveja obtenido en la fase luteal tardia tiene efecto quimioatrayente
sobre los espermatozoides ovinos a concentraciones del 2% y el 10%.

3. Solo los espermatozoides ovinos capacitados in vitro en presencia de agentes elevadores
del AMPc son capaces de moverse en la direccion del gradiente creado por el fluido
folicular obtenido en la fase luteal tardia del ciclo estral de la oveja.

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

1. Sheep follicular fluid obtained in the late follicular phase has no chemoattractant effect
on ram spermatozoa.

2. Sheep follicular fluid obtained from the late luteal phase, has a chemoattractant effect on
ram spermatozoa at concentrations of 2% and 10%

3. Only ram spermatozoa capacitated in vitro in presence of CAMP elevating agents are able
of moving in the direction of the gradient created by the follicular fluid obtained in the
late luteal phase of estrous cycle of the sheep. Sheep follicular fluid obtained in the late
follicular phase has no chemoattractant effect on ram spermatozoa.
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