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INTRODUCCION

Fertilizacién.

La fertilizacibén se define como la fusidn de las
células sexuales, espermatozoide y évulo, para dar
origen a un nuevo individuo de la misma especie. Dada
su importancia en la preservacién de las especies, la
fertilizacién es tema de numerosas investigaciones,
para conocer, las condicicnes bajo las cuales se
realiza el proceso, Los criterio para valorarla
varian: asi, se considera que ha habido fertilizacién
si se observa unibén y/o fusibén de los gametos a nivel
de sus membranas plasmaticas (Bedford y Mand Cooper,
1978), descondensacibn de cabezas espermaticas en el
citoplasma del oévulo (Perreault y col. 1988),; la
formacién de prontcleos (Rogers, 1978) y la singamia
previa a la primera divisidén celular son criterios
totalmente confiables de una fertilizacidn positiva
(Wassarmann, 1987}.

El conocimiento de la fertilizacidén se inicid
mediante su estudio en gametos de invertebrados
marinos, los cuales exhiben fertilizacidén externa. La
observacién continua experimental del fendmeno era
posible en estos animales por la gran cantidad de
gametos que liberan al agua marina.

Sin embargo, muchos de los descubrimientos
realizados sobre la fertilizacidn de los Iinvertebrados

no era posible extrapolarlos a los mamiferos, daadas



las diferencias ern la que ocurre la fertilizacién en
estos altimos. Los mamiferos son organismos con
fecundacién interna y con pautas conductuales y de
cortejo especificas, segin la especie. (Yanagimachi,
1988) .

En dichos organismos, se han estudiado los ciclos
reproductivos, temporadas de apareamiento y capacidad
reprcductora de diversas especies (ntimero de crias por
camada) . Por la complejidad que presenta el estudio de
la fertilizacién de los organismos de fecundacién
interna, se opté por la obtencidén de sus gametos y el
manejo de ellos bajo condiciones in vitro (Rogers,
1978). La primera especie en la cual se pudo efectuar
la fertilizacién fue el conejo (Rogers, 1978). Desde
entonces la busqueda ha continuado, y para un dran
namerc de especies se conocen ya las condiciones
adecuadas de cultivo para la preparacién de sus

gametos y la fertilizacibn in vitro.

El espermatozoide de los mamiferos

El espermatozolide es el gameto masculino, se
originz por la diferenciacién de las células
germinales (espermatogonias), dentro de los tiibulos
seminiferos del testiculec (Eddy, 1988) y consta de dos
compenentes principales: cabeza y cola o flagelo.

La cabeza del espermatozoide estd formada
principalmente por el nicleo en el cual la cromatina
estd muy compactada, y por el acrosoma. Este organelo

originado del aparato de Golgi (Yanagimachi, 1988), se



encuentra en la regidén anterior del nicleo y se le ha
comparado con un lisosoma especializado, debido a que
contiene enzimas liticas que le permiten al
espermatozoide, librar las barreras protectoras del
6vulo. Las enzimas se encuentran contenidas en una
matriz acrosomal, que a su vez se encuentra envuelta
por una membrana continua dencminada como acrosomal
interna a la parte cercana a la envoltura nuclear y
como membrana acrosomal externa, la parte situada bajo
la membrana plasmatica del espermatozoide.

El flagelo del espermatozoide ha sido subdividido
en pieza media, pieza principal y pieza terminal; la
primera se caracteriza por la presencia de la vaina
mitocondrial, pieza principal por su capa fibrosa
(Fig. 1). EIl flagelo posee un axonema central formado
por un complejc ordenado de microtibulos, también
forman parte del flagelo nueve fibras densas. EI
axonema, la capa fibrosa y las fibras densas son
componentes del citoesqueleto del flagelo
(Yanagimachi, 1988). El espermatozoide en general
contiene poco citoplasma. Las caracteristicas
morfolbgicas del espermatozoide de los mamiferos son
las antes mencionadas, pero existen diferencias
especificas de especie tales como; la variacidn en el
tamafio y en la forma de la cabeza y del acrosoma e
igualmente en la longitud y tamano relativo de los
componentes del flagelo. El espermatozoide testicular
no posee la capacidad de fertilizar al évulo; para

ello requiere gque le ocurran un conjunto de cambios



Fig. 1. Estructura del espermatozoide de los mamiferos. ac.
acrosoma, pc. pieza de conexién, m. mitocondria, pm. pieza media,
pp. pleza principai, pt. pieza terminal. Ademds se muestra la
composicion interna de diferentes secciones transversales.Tomado
de Setchell, 1982.



durante su viaje por el epididimo y otros adicionales

en el tracto genital de la hembra (Yanagimachi, 1988).

Principales cambios fisiolbgicos durante la maduracién
epididimal.

Uno de los procesos de la maduracidn se efectia
durante el paso del espermatozoide a través de la luz
del epididimo. Los cambios mas notables en el
espermatozoide maduro son la capacidad de ser
reconocido por la zona pelficida del é6vulo (Rogers,
1978; Yanagimachi, 1988). Asimismo, la adquisicién de
su capacidad para moverse. Los espermatozoides
generalmente se encuentran inmoéviles en los testiculos
y no se mueven al ser diluidos en un medio salino. La
adquisicidén de la potencialidad de moverse es gradual,
los espermatozoides de la cola del epididimo, ya se
mueven al ser eyaculados o diluidos experimentalmente.

En la iniciacidén del movimiento espermatico han sido
involucrados: un aumento, de la concentracidén de AMPc
en el gameto y de la actividad de proteinas cinasas,
y se ha observado, que la motilidad no se efectfia
cuando los espermatozoides son expuestos a inhibidores
de dichas enzimas. El requerimiento del proceso de
maduracién del espermatozecide fue comprobado por
Orgebin-Crist (1986), quien utilizd espermatozoides de
la cabeza del epididimo y mostré incapacidad de
dichas células para fertilizar. Otros cambios que han
sido observados en el espermatozoide maduro son una

alteracién en la forma y en el volumen del acrosona.



Esto ha sido senalado para los espermatozoides del
cobayo, del conejo, del elefante y de algunos roedores
(Rogers, 1978). Ocurre ademas, la estabilizacién de
muchas partes del espermatozoide como resultado de la
oxidacién de grupos sulfhidrilos a puentes disulfuros
las en proteinas, esto le confiere una gran
resistencia a las estructuras que los contienen.

Tambien se seflalan como parte de la maduracidn
epididimal, una reduccién de lipidos, asi como un
aumento de la fluidez de la membrana (Huang, Kosower,

y Yanagimachi, 1984).

Capacitacibén del espermatozoide.

Con el nombre de la "capacitacidédn” se designa al
conjunto de cambios, que sufre el espermatozoide
eyaculado dentro del tracto reproductor femenino, con
el fin de completar su preparacién y transformarse en
el gameto fertilizante (Rogers, 1983). Dicho proceso
fue descubierto independientemente por Chang (1951) y
Austin (1952).

El espermatozoide inicia su capacitacidén a partir
del sitio donde es depositado el semen en la hembra y
puede darse desde el cérvix hasta el oviducto.
Aparentemente no existen sustancias definidas que
induzcan la capacitacién espermatica, aunque se ha
planteado, la participacién de algqunas proteinasas.

Ha sido posible capacitar experimentalmente a
espermatozoides de varias especies, mediante Ila

utilizacién de medios de 1incubacidén quimicamente



Fig. 2. Representacién del movimiento hiperactivado del
espermatozoide. a) espermatozoides inméviles y b) espermatozoides
con movimiento hiperactivado, notese la presencia de una amplia
curvatura flagelar. Tomado de Yanagimachi, 1981, c)
Espermatozoide del hamster hiperactivado. Tomado de Mohri, et
al., 1989.



definidos. El tiempo de capacitacién in vitro varia
con la especie; dos horas para el cobayo, 5-7 horas
para los espermatozoides del hombre (Rogers, 1978).
Durante la capacitacién se ha observado estabilidad
nuclear, y de los organelos; no se presenta distorsién
mecanica originada por el progresivo y gradual aumento
del movimiento, pero si existe una alteracién de la
composicién de los lipidos de la membrana (Chang,
1984), lo que origina variaciones en la fluidez de la
misma.

En los espermatozoides capacitados de varias
especies se ha podido observar un patrén de motilidad
caracteristico derominado "motilidad hiperactivada”,
gue consiste en un movimiento flagelar frenético, y de
curvatura amplia. Este movimiento fue descrito para el
espermatozoide del hamster por Yanagimachi (1981) y
posteriormente se ha corroborado en otras especies
(Suarez, y col. 1991). El movimientc hiperactivado se
presenta en el espermatozoide capacitado previo a la

reaccibén acrosomal (Fig. 2).

Reaccidén acrosomal.

El 6vulo de los mamiferos posee dos estructuras
que lo cubren, éstas son el "cumulus oophurus" formado
por las células de la granulosa y la zona pelicida que
es acelular, y esta formada por glucoproteinas. Ambas
estructuras constituyen barreras para el
espermatozoide fertilizante, el cual pare poder

fusionarse con la membrana plasmatica del é&vule



Fig. 3. Diagrama que representa el proceso de la Reaccidn
Acrosomal. A) Egq. Regién ecuatorial, ac. Acrosoma. B) Fusidn de
la membrana acrosomal externa (MAE) y la membrana plasmidtica (MP)
y liberacién del contenido acrosomal. C) Exposicién de la
membrana acrosomal interna (MAY). Tomado de Yanagimachi, 1288.



requiere atravesarlas. Para ello, el gameto debe
sufrir la reaccibén acrosomal, proceso por el cual se
liberan las enzimas hidroliticas, que le ayudarén a su
paso a través de ambas cubiertas.

La reaccidn acrusomal (RA) (Fig.3) es un fenbmeno
gue  involucra la fusién de la membrana acrosomal
externa con la membrana plasmatica que la cubre; con
la produccidn de pequenas vesiculas que se separan del
espermatozoide y la liberacién de las enzimas
acrosomales. La membrana acrosomal interna persiste,
y al parecer participa activamente en la fusién del
espermatozoide con el ©&évulo en muchas especies
(Bedford y col. 1979; Huang y Yanagimachi, 1985). En
los espermatozoides de invertebrados marinos la
reaccién acrosomal ocurre instantdneamente, cuando el
espermatozoide hace contacto con la gelatina del évulo
sin la necesidad de una capacitacién del gameto
masculino (Epel, 1990). En el caso de los mamiferos la
reaccién acrosomal natural se produce sdélo cuando el
espermatozoide se encuentra capacitado. Barros y
colaboradores en 1967 fueron los primeros en describir
la reaccibn acrosomal y su importancia en la
fertilizacién (Barros y Yanagimachi, 1971).

Algunas de las enzimas acrosomales Unicas de los
espermatozoides de los mamiferos son: la acrosina, con
propiedad para disolver a la zona peltGcida del évulo
(Fig. 4). La acrosina esta presente en el
espermatozoide como proacrosina, la cual se convierte

a su forma activa durante la reaccibn acrosomal (Mack



y col., 1983; Yanagimachi, 1988). La hialuronidasa,
otra enzima especifica, es utilizada por el
espermatozoide para disgregar a las células de la
granulosa que forman la envoltura externa del ovocito
(Eddy, 1988; Talbot, 1984).

La reaccién acrosomal bajo condiciones
experimentales se ha logrado en los espermatozoides de
muchas especies (Liu y Baker, 1990). En los
espermatozoides del cobayo ocurre cuando los gametos
son 1incubados en medios salinos con sustratos
energéticos. Su capacitacién puede ocurrir en medio
libre de calcio, pero la reaccibébn acrosomal es
totalmente dependiente de la presencia del ién en el
medio (Collins y Epel, 1977; Feng, Bhattachayya y
Yanagimachi, 1988). Asi, Yanagimachi y Usui en 1984
imformaron, que en los espermatozoides del cobayo
preincubados, en ausencia de calcio, la reaccién
acrosomal se presenta a los pocos minutos (6-10 min)
de la adicién de calcio al medio de incubacién. Los
espermatozoides del cobayo tienen un acrosoma
prominente y la reaccidén acrosomal puede ser
facilmente distinguida por microscopia de luz a bajo
aumento (100x).

Los estudios realizados para conocer como se
efectia la reaccién acrosomal en estos
espermatozoides, han aclarado la funcién de varios
iones y sustancias como participantes u optimizadores
del proceso.

En las investigaciones para determinar el papel



o la funcidén del calcio en la reaccidén acrosomal, se
ha visto 1involucrado al 1én junto con diversas
enzimas. Utilizando técnicas citoquimicas, se demostrd
la presencia de una ATPasa dependiente de magnesio en
la membrana acrosomal externa y en la regidn interna
de la membrana plasmatica, esta enzima mantiene su
actividad durante la capacitacién en un medic sin
calcio, y es inactivada 20 segundos después de la
adicién de calcio al medio (Feng, Bhattachayya y
Yanagimachi, 1988). La inactivacién de la ATPasa por
calcio se considera, gque puede ser el evento inicial
para la reaccibén acrosomal (Brertbart, Rubistein y
Nass-Arden, 1985). Igualmente se sugliere, que el
calcio que ha penetrado a la membrana espermatica
puede activar fosfolipasas, éstas inducen la formacién
de &cidos grasos y lisofosfolipidos (compuestos que se
consideran fusogénicos) a partir de los fosfolipidos,
lo que facilitaria la fusién de las membranas y asli
ocurriria la reaccibén acrosomal (Ono, Yanagimachi y

Huang Jr. 1982).

El oévulo.

El odévulo es la célula sexual femenina
fertilizable y se origina en los ovarios. El1 6vulo es
el producto de la diferenciacién de la células
germinales denominadas ovogonias, durante el proceso
conocido como ovogénesis (Wassarmann, 1988).

A partir de las células germinales primordiales

gque se multiplican por mitosis y colonizan a los



Espacio

PELUCTOR PerivitelIino

Celulas de
la granulosa

FIg.4. Representacién del cumulus ocophorus de los
mamiferos.
Se muestran las principales estructuras del évulo: cuerpo
polar, zona pelidcida, espacio perivitelino, células de la
granulosa y niucleo en metafase. Cortesia Biol. R.A. Valdez.



primordios gonadales, en el ovario se originan las
ovogonias las cuales por medio de la meiosis se
transforman en el 6vulo. En el ovario de la hembra, al
nacimiento existe una cantidad finita de células
sexuales, ovocitos arrestados en la profase de la
primera divisién meibética. En las hembras sexualmente
maduras, durante la ovulacidn, se liberan del ovario
ovocitos en la metafase de la segunda divisién
meidtica. La célula liberada esta lista para ser
fertilizada y recibe el nombre de &6vulo. E1 namero de
6vulos y la periodicidad con que son liberados son

caracteristicas de cada especie.

Caracteristicas estructurales del &vulo.

El 6vulo presenta un nficleo haploide arrestado en
metafase de la segunda divisién meidtica y en ella se
mantiene a menos de que sea activado naturalmente por
el espermatozolde durante la fertilizacidén (Fig. 4).
Si ésta ocurre, la meiosis se reanuda y se completa
por la expulsidén del segundo cuerpo polar. El évulo es
una célula muy grande de 80 100 pm de diametro,
presenta en su citoplasma gran cantidad " de
mitocondrias, un aparato de Golgi que origina como
resultado de sus secreciones, la formacién de la zona
pelacida (ZP), que esta constituida principalmente de
glucoproteinas (Yanagimachi, 1984; Yanagimachi, 1988;
la zZp es considerada como barrera para la
fertilizacién entre diferentes especies (Rogers,

1983). Los granulos corticales son organelos



caracteristicos del évulo, que se encuentran
dispuestos bajo la membrana plasmatica del mismo.
Estos granulos contienen proteinasas, las cuales son
liberadas por exocitosis hacia el espacio perivitelino
en respuesta a la fertilizacién (Kline, 1991) (Fig. 4).

El 6vulo se encuentra rodeado por el "cumulus
oophurus", una multicapa células de la granulosa, que
circunda a la zona pelicida. Las células de la
granulosa estan unidas entre si por &cido hialurénico.
La corona radiada es parte del cumulus, esta
constituida por las células més cercanas al 6bvulo y
gue se conectan con el 6évulo mediante procesos gque
atraviesan la zona peliicida, hasta hacer contacto con
la membrana plasmatica del 6évulo (Yanagimachi, 1988;
Dekel, 1988).

La zona peliicida es la envoltura del évulo mas
proxima a é1, y estd constituida por @ tres
glicoproteinas principales (ZP1, ZP2 y ZP3). Se ha
seflalado que la ZP3 determina la especificidad de
especie y en varias es ademas el inductor de la
reaccidén acrosomal del espermatozoide. La zona
pelficida también participa en el blogueo a la
polispermia (Stewart-Savage y Bavister, 1988; Wentz,

y col. 1983}.



Maduracién de los ovocitos

Por definicion, la maduracién del ovocito se
inicia con la reanudacién de la divisién meidtica de
las células arrestadas en el diploteno de la primera
divisidén dando origen a los ovocitos en metafase de la
segunda divisién meidtica, estadio en el que seran
ovulados. E1 proceso es dependiente de las hormonas de
origen hipofisiario, de la hormona luteinizante (LH)
y de la hormona foliculo estimulante (FSH)
(Wassarmann, 1988).

La maduracién de los ovocitos comienza a partir
de que la hembra llega a la pubertad. Es un proceso
ciclico, y en cada ciclo un numero finito de ovocitos
es ovulado en metafase II y en estado arrestado. La
maduracién continta si el ovulo es fertilizado y
termina con la expulsién del segqundo cuerpo polar. La
hembra ovula, peridédicamente, hasta que la reserva de
ovocitos del ovario se agota. En la mujer, este estado

fisiolbégico se conoce como menopausia.

Interaccién espermatozoide-dvulo

La fertilizacidén se designa como la fusién de los
gametos a nivel de sus membranas plasmaticas. Se ha
seflalado, que la fusidén de los 6vulos desnudos del
hamster con espermatozoides con reaccién acrosomal, se
efectuaba a nivel de la regiébn postacrosomal del
espermatozoide. Sin embargo, en la fertilizacién de

ovulos Intactos el sitio de fusidn del espermatozoide



es aparentemente el segmento ecuatorial (Bedford,
Moore y Franklin, 1979; Huang y Yanagimachi, 1985)

(Fig. 5).

Blogueo a la polispermia

Normalmente el évulo es fertilizado sbélo por un
espermatozoide. En el blogqueo a la polispermia
participa la zona pelficida (Stewart-Savage y Bavister,
1988) .

Después de ocurrida la fertilizacién, casi de
inmediato la zona peltcida sufre cambios, los cuales
colectivamente son llamados "reaccién de la zona".

Los cambios en la zona pelGcida son el resultado
de la reaccibén cortical. El1 procesc de reaccién
cortical ocurre por la exocitosis de los grénulos
corticales. El fenbmeno involucra la fusidn de los
granulos corticales del évulo con la membrana
plasmatica del mismo, y la expulsién del contenido de
los granulos al espacio perivitelino (Wentz y col.
1983).

Dentro de los constituyentes de los granulos se
incluyen diversas enzimas que difunden a la zona
pellicida y causan modificaciones en ella; se alteran
los receptores que reconocen a los espermatozoides, la
estructura de 1la 2zona pellcida se endurece, para
evitar que los espermatozoides que ya se encuentran en
su interior, continiien a través de ella y lleguen al

espacio perivitelino.



Fig. 5. Principales eventos de la fusidén espermatozoide-
évulo. A) Espermatozoide con reaccién acrosomal y la membrana
plasmitica del ovocito (MP). Eq, segmento ecuatorial. B) y C)
Fusién de las membranas plasmiticas de ambos gametos. D)
Internalizacidn del espermatozoide por las microvellosidades del
6vulo. Tomado de Yanagimachi, 1988.



ANTECEDENTES

El movimiento del espermatozoide es regulado por
el estado fisioldgico que gquarda. Asi, durante la
maduracidén el espermatozoide adquiere la capacidad de
moverse de manera paulatina, tornandose a un
movimiento progresivo previo a la eyaculacién.

También se ha determinado que la movilidad
espermatica juega un papel indispensable para la
fertilizacién y que es la movilidad hiperactivada con
reaccién acrosomal, la que le permite atravesar la
zona pelficida y llegar a la membrana plasmatica del
6vulo para fusionarse con ella (Burks y Saling, 1992).
La motilidad hiperactivada se presenta en los
espermatozoides casi al finalizar su proceso de
capacitacibén y previo a la presentacién de la reaccién
acrosomal .

En condiciones experimentales se ha podido
capacitar espermatozoides de diversas especies:
hamster, rata, ratén, ser humano y cobayo entre otras
(Rogers, 1978). También, la reaccidn acrosomal del
espermatozoide, un fendmeno dependiente de calcio, ha
sido inducida en varias especies mediante el uso de
agentes transportadores del catién; como el ionéforo
de calcio A23187 (Liu y Baker, 1990); la capacidad
fertilizante de estos espermatozoides con reaccidn

acrosomal 1inducida se valord en un sistema de



fertilizacién heterdloga utilizando évulos del hamster
sin =zona peltGcida. No obstante, el uso de los
ionéforos origina conforme transcurre el tiempo, que
la movilidad y viabilidad de los espermatozoides
disminuya (Liu y Baker, 1990; Placjot y col., 1984).

En 1983, Singh y colaboradores imformarcon un
cambio en la movilidad de los espermatozoides del
bovino, al incubarlos en presencia de dibucaina, un
anestésico local. El farmaco alterd el movimiento
lineal inicial, entre 60% - 70% de las células,
transformdndelo en un bateo de amplia curvatura
flagelar y con desplazamiento de la cabeza trazando un
patrén de ochos, caracteristico del movimiento
hiperactivado descrito por Yanagimachi (1981).

Por otra parte, Lindemann y colaboradores (1987)
mostraron un cambio en la movilidad de los
espermatozoides epididimales de la rata, originado por
la adicién del anestésico local procaina, el cambio
gque se manifesté fue un movimiento con patrén
circular, con un considerable 1incremento de la
movilidad y longevidad  celular. En nuestro
laboratorio, al realizar estudios para poder conocer
la accién de la procaina en los espermatozoides del
cobayo, se encontrd que la adicién de procaina a una
concentracién final de 5mM al inicio de la
incubacidén, a espermatozoldes suspendidos en el medio
minimo de cultivo, con lactato, piruvato y glucosa
(MCM-PLG) les produce un movimiento hiperactivade

(Majica, y col., en prensa! y ademas les indujo la



presentacidén temprana de la reaccién acrosomal. La
procaina induce no sélo el movimiento hiperactivado
sino tambien una reaccidn acrosomal sincronica, cuando
el anestésico se afiade a los espermatozoides incubados
durante un tiempo mas prolongado. Los dos procesos
espermaticos alterados por la procaina ocurrieron de
manera sincrénica y en un porcentaje elevado de
espermatozoides; dichas caracteristicas son ideales
para el estudio de tales procesos.
OBJETIVOS.

En este trabajo, consideramos  importante
conocer, si la aparente reaccién acrosomal inducida
por procaina producia espermatozoides fertilizantes.

Si se pudiera demostrar su capacidad fertilizante
se contaria: a) con un modelo espermitico en el cual
su manejo en tiempo se reduciria; el resultado
principal seria espermatozoides menos envejecidos. b)
Adicionalmente se podria programar el tiempo exacto de
fertilizacidén de los évulos, evitando el
envejecimiento de éstos y se podria calcular de manera
mas exacta el tiempo de inicio de procesos

subsecuentes a la fusién de los gametos.



METODOLOGTIA

Superovulacibén y obtencién de los 6vulos del hamster.

Se utilizaron hembras hé&mster virgenes de mes y
medio de edad y se las indujo a superovular, mediante
la administracién por via subcuténea o intraperitoneal
de 50 UI de gonadotropina coribénica de yegua prefiada
(PMSG; Folligon, Intervet) diluida en agua destilada
estéril, seguida 56 horas mas tarde, de 50 UI de
gonadotropina coriénica de orina de mujer embarazada
(hCG; Sigma), por la misma via de
administracién. (Fleming y Yanagimachi, 1980). Después
de 18-20 horas de la inyeccidén de hCG se procedid al
sacrificio de los animales, por dislocacién cervical
o por anestesia con cloroformo.

Se extrajo el complejo ovario-oviducto-iitero, del
cual se retird la grasa e lrrigaciones venosas. Se
localizé la regién del oviducto, y de éste, se
punciondé la regién mas congestionada; para permitir
que los d6vulos rodeados de las células de la granulosa
fueran expulsados. A simple vista se observan como una
nube, la cual fue aspirada con una plipeta Pasteur
conteniendo el medio de incubacién que 1iba a ser
utilizado, MCM-PL (NaCl 105.08 mM, NaHCO3 25.07 mM,
caclz 1.71 mM, piruvato de sodic 0.24 mM, lactato de

sodio 20.0 mM pH = 7.4) complementado con albumina



(MCM-PLA), de suero de bovino fraccién V (6 mg por ml
del medic). Tambien se trabajo con el Tyrode (NacCl
116.73 mM, Mg’C12 0.49 mM, NaHC03 11.9 mM, KC1 2.8 mM,
CacCl, 1.8 mM, lactato de sodio 20.0 mM, piruvato de
sodio 0.25 mM, glucosa 5.56 mM, K,PO, 0.36 mM pH = 7.6)
suplementado con albimina de suero de bovino fraccién
V (6 mg/ml) (Tyrode-A) (Rogers, y Yanagimachi, 1975).

La nube celular se lavd varias veces por su paso
a gotas sucesivas del medio seleccionado colocadas en

portaobjetos excavados.

Obtencidén de los évulos desnudos.

A las nubes celulares lavadas como se indicd en
el parrafo anterior se les adiciondé hialuronidasa, al
0.01% en MCMPL-A o Tyrode-A, con el fin de disgregar
a las células que rodean a los 6évulos. Los o6vulos
observados bajo microscopio (100x), fueron separados
de las células de la granulosa por aspiracidén con una
micropipeta, la cual contenia el medio de coincubacién
seleccionado y se lavaron varias veces por
transferencia sucesiva de una gota a otra del medio.
De esta manera, los évulos quedaron liberados de las
células de la granulosa.

En seguida se retirdé la zona peliicida del 6vulo
por un tratamiento enzimdtico con una solucién de
tripsina al 0.01% en medio de colncubacién. Una vez
disuelta la zona pelicida, se transfirieron
rapidamente los 6vulos a una gota con inhibidor de la

tripsina al 0.015% en el medio de colncubacibén, para



detener la accién de la enzima y evitar su acciédn
sobre el 6vulo mismo. En seguida, se lavd de manera
exhaustiva a los ovocitos, por transferencia a gotas
sucesivas del mismo medio. En este momento, los évulos
se encontraban listos para su inseminacidén con los
espermatozoides a ensayar (Labra, 1990) y se
mantuvieron a 37°C (menos de una hora) en una cémara
humeda en la parte excavada de un portaobjetos, hasta

su inseminacién.

Obtencién y lavado de los espermatozoides.

Se utilizaron cobayos machos adultos de
aproximadamente 700 gramos de peso, los cuales se
sacrificaron por dislocacién cervical ©  por
administracién de 2 ml de pentobarbital (0.126 g) por
via intraperitoneal. Se extrajeron 1los complejos
testiculo-epididimo-conductos deferentes los cuales se
lavarcn en una solucién de NacCl al 0.9% a 37° C. Del
conducto deferente, se retiraron la grasa y vasos
sanguineos. Los espermatozoides se extrajeron por la
inyeccién de 2 ml de Nacl al 0.9%, en el interior del
conducto. Las células se colectaron por
centrifugacidén, se lavaron 2 veces por resuspensién y
centrifugacién (500 g, 4 min.) en solucidén salina.
Después del segqundo lavado, se tomé una muestra
alicuota de 0.05 ml de la suspensién de
espermatozoides, se les afadié 1 ml de una solucidn de
Tritén X-100 al 0.1% en PBS (NaCl 8.0 g, KCl 0.2 g,

KH,P0,,0.2 g, MgCl,.6H,0 0.1 g, CaCl, 0.1 g, Na,HPO,



1.15 g/1 pH = 7.4), la mezcla se agitd en vortex y se
tomdé una pequefia alicuota para el conteo celular en la
camara de Neubauer. La suspensién restante de
espermatozoides se dividié en dos, las células se
colectaron por centrifugacién y se resuspendieron en
un volumen adecuado del medio seleccionado para su

incubacién.

Inducciébn de la reaccidébn acrosomal por procaina e
inseminacién de los évulos.

Los espermatozoides lavados en NaCl (35 x 10°
células) fueron incubados a 37°C en un bafio de agua,
resuspendidos en un ml del medio MCM-PL, o en MCM-PL
mas glucosa (5.56 mM)) (MCM-PLG) muestra control y
experimental, respectivamente.

La motilidad en ambas muestras fue observada, al
microscopio de luz, al inicio y a intervalos de tiempo
durante el periodo total de incubacién. En general, a
los 30 minutos de iniciada la incubaciébn se afiadid
procaina a los espermatozoides incubados en MCM-PLG a
una concentracién final 5 mM (procaina stock 200x,
preparada en MCM-PLG) . La reaccibén acrosomal se valord
cualitativa y cuantitativamente, como se describiré
enseguida. La RA se presentd dentro de los primeros 15
minutos de adicionada la procaina, a este tiempo se
tomaron 10 ul de la suspensién y con ellos se
inseminaron los ovulos desnudos del hamster. El1 tiempo
de adicién de 1la procalna se varié en algunos

experimentos, asi como el de coincubacién y se



especifica en cada caso.

Por otra parte, los espermatozoides control en
MCM-PL se dejaron en lincubacién, hasta que de manera
espontanea y gradual se presenté la reaccidn
acrosomal. Cuando el porcentaje de reaccién acrosomal
fue similar al mostrado por el grupo experimental, se

insemind a otro lote de évulos desnudos del hamster.

Valoracién de la reaccibn acrosomal en los
espermatozoides del cobayo.

La reaccién acrosomal de los espermatozoides se
valoré cualitativamente como positiva, cuando en la
muestra se pudo observar la presencia de
espermatozoides sin acrosoma y con movimiento
hiperactivado. El1 acrosoma del espermatozoide del
cobayo es conspicuo y facilmente distinguible
observando al microscopio a bajo aumento (100x).

La valoracién cuantitativa se hizo en
espermatozoides fijados en formaldehido al 3% en PBS;
de muestras obtenidas a los pocos segundos y a los 15
minutos de afladida la procaina; y de las mnuestras
control sin procaina fijadas a los tiempos apropiados.
Se evalué de manera aleatoria en un minimo de 200
espermatozoides, la presencia o ausencia del acrosoma
y se calculdé el porcentaje de espermatozoides con

reaccidén acrosomal mediante la siguiente férmula:

% RA = # espermatozoides sin acrosoma x 100 __
# total de espermatozoides contados (200)




Valoracion de la fertilizacién.

Para valorar la fertilizacién se utilizaron dos
métodos :

1) La observacién de los o6vulos vivos por
microscopia de contraste de fases. Con esta técnica,
el criterio de fertilizacidén positiva fue la presencia
de espermatozoides o de cabezas espermAticas en
proceso de descondensacibédn dentro del évulo.

2) La observacién de la presencia de cabezas
espermaticas en el interior de los ovocitos fijados y
tefiidos con el reactivo de Hoechst 33258 por
microscopia de fluorescencia (Critser y First, 1986;

Mori y col., 1988; Sawicki y Mystkoska, 1990).

La fertilizacidén se considerd positiva si se
observaban cabezas espermaticas brillantes dentro de
los évulos. Para ello, al finaliz.r la coincubacibn,
los ovulos se fijaron en paraformaldehido al 4% en
PBS; se adicionaron unas gotas del fijador en el
portaobjetos que contenia a los gametos en
interaccién. El tiempo minimo de fijacién fue de 24
horas y el maximo de 78.

El fijador se retiré mediante el lavado de los
évulos en PBS, por tres transferencias a gotas
sucesivas. Los residuos de paraformaldehido se
neutralizaron mediante la incubacién de los évulos en
una solucién de NH,Cl 0.05 M en PBS, por 10 minutos.

Los évulos se volvieron a lavar en DPBS, tres veces.



Tincién de los évulos con el reactivos de Hoechst.

Los ovulos fijados se permeabilizaron por
tratamiento con acetona a -20°C durante 7 minutos, y
se lavaron en DPBS tres veces por transferencia a
gotas sucesivas. Se resuspendieron en 300 ul de PBS,
se les adicionaron 50 pl del reactivo de Hoechst
33258 (de una solucibébn stock de 200 mg/ml diluida
1:100 en PBS), y se lincubaron por 10 minutos en una
camara humeda a temperatura ambiente.

Los 6vulos se lavaron exhaustivamente en
agua bidestilada por transferencia de una gota a otra
y se colocaron en un portaobjetos normal con 15 ul de
una solucién de citrato-fosfato (acido citrico 0.1 M,
Na,HPO, 0.2 M pH = 5.5) en PBS. Se colocdé sobre la
pequefia gota un cubreobjetos y se sellaron sus bordes
con esmalte transparente de ufias (Labra, 1990).

Para las observaciones de los 6vulos se utilizé
microscopia de epifluorescencia, el reactivo de
Hoechst fluoresce a 365 nm. Se empleé un objetivo de
40x y se utilizé un filtro de excitacién ultravioleta.
Los 6vulos fueron fotografiados mediante una camara
Reflex de 35 mm adaptada a un microscopio Zeiss ---.
Se utilizd un pelicula Tri X Pan asa 400 o Plus X 125
para fotografia en blanco y negro. Las fotografias se

imprimieron en papel Kodabrome F; de alto contraste.



RESULTADOS

Induccidén de la reaccién acrosomal por procaina.

Los espermatozoides del cuyo incubados en
MCM-PLG en presencia de 5 mM de procaina, presentaron
de inmediato, un movimiento singular en un alto
porcentaje de la poblacibén, como ya habia sido
comunicado (MGjica y col. 1993), cuyas caracteristicas
concuerdan con las descritas para el movimiento
hiperactivado (Yanagimachi, 1988) y 30 minutos mas
tarde se observaron espermatozeoides con reaccién
acrosomal . La presentacién de este fenbmeno ocurrid de
manera temprana; ya que la reaccién acrosomal en los
espermatozoides incubados en MCM-PLG generalmente se
presenta después de cuando menos 2 horas de incubacidn
(Rogers y Yanagimachi, 1975).

En este trabajo, se evalud el efecto de la
adicién de procaina a otros tiempos de incubacién, de
los espermatozoides en MCM-PLG y se encontrd, que a
partir de los 5 minutos de iniciada la incubacibn, la
adicién de la procaina les producia de inmediato el
cambio en su movilidad, de lineal, dada por la glucosa
(Majica, y col. 1991), se transformé en el movimiento
hiperactivado. Ademéas, la procaina produjo en los
siguientes 15 minutos de la adicién del anestésico,

una reaccién acroscmal aparente en un nimero



considerable de espermatozoides, variable de muestra
a muestra.

La presentacién de la reaccién acrosomal, inducida
por procaina, fue dependiente de calcio exbgeno; no
asi el movimiento hiperactivado (Majica, y col. en
prensa) .

Generalmente, cuando la procaina se afiadidé a los
30 minutos de incubacién produjo, en los siguientes
15 minutos generalmente, un alto porcentaje de
espermatozoides con reaccién acrosomal tipica, es
decir, sin acrosoma y con bateo flagelar de latige y
describiendo con la cabeza una figura irregular en
forma de ocho (Yanagimachi, 19681). Bajo estas
condiciones, los valores de reaccién acrosomal
obtenidos de seis experimentos diferentes fueron, 49,
B, 42, 70, 40, y 72 %. El incremento de reaccién
acrosomal después de los 15 minutos ya no fue tan
notable, por lo tanto se seleccioné la adicién de
procaina a los 30 minutos de incubacién para producir
en los espermatozoides la reaccién acrosomal y 15
minutos de interaccién con ella antes de inseminar a
los é6vulos (de aqui en adelante podemos referirnos a
ella como reaccién acrosomal sincrénica), cuya

capacidad fertilizante nos interesaba conocer.

Determinacién de la capacidad fertilizante de los
espermatozoides con reaccién acrosomal producida por
procaina.

Para la valoracién de la capacidad fertilizante



de los espermatozoides se utilizdé la técnica de
fertilizacidén heteréloga empleando évulos desnudos del
hamster (Véase Métodos) . Con la muestra de
espermatozoides tratados con procaina con reaccién
acrosomal sincrénica se 1insemind a los oévulos, la
coincubacién se realizé en el medio MCM-PLGA (ver
Métodos) y se terminé por la adicién de
paraformaldehido a las 2, 3 y 4 horas de la
inseminacidén; cada tiempo se ensayé por separado.

Una fertilizacién «con espermatozoides con
reaccidén acrosomal espontanea (control), incubados en
MCM-PL sin glucosa ni procaina se corridé en cada
experimento. Con los espermatozoides control fue
necesario desfasar la coincubacién, desde 90 hasta 140
minutos, en los experimentos mostrados en la Fig. 1.,
ya gque en MCM-PL la presentaciébn de la reaccién
acrosomal no es sincrénica ni ocurre a un tiempo
definido. Lo que se intentdé fue inseminar cuando el
control ya presentara espermatozoides con reaccién
acrosomal .

Se encontrd fertilizacién positiva en los dos
lotes de é6vulos, en los controles (Fig. 6) y en los
experimentales (Fig. 7), éstos, inseminados con
espermatozoides tratados con procaina. En ambos, la
fertilizacién fue polispérmica y un mayor numerc de
espermatozoides penetraron en los bévulos
experimentales, ademas, se presentd heterogeneidad en
el grado de descondensacién de las cabezas

espermaticas. También fue aparente que conforme se



prolongd el tiempo de coincubacidén de los gametos el
numero de cabezas espermaticas dentro del ovulo se
incrementd asi como el grado de descondensacién en

ellas.

Efecto de la procaina sobre la polispermia.

En un estudio realizado por Ahuja (1982), él
mostrd, que el tratamiento de los évulos con procaina
(3-5 mM) interferia con el bloqueo a la polispermia.
Se realizaron experimentos para determinar, si la
mayor polispermia observada en los évulos inseminados
con espermatozoides tratados con procaina, se debia a
la presencia del anestésico, transferido a los 6évulos
durante la inseminacién.

Después del tratamiento con procaina, para
inducirles la reaccién acrosomal los espermatozoides
fueron lavados dos veces por
centrifugacién-resuspensién en MCM-PLG sin procaina.
De la suspensién se transfirieron 10 pl a 300 pl de
medio de coincubacibén, que contenia a los 6vulos. La
concentracién final de procaina en el medio de
coincubacién fue de 1x10 M™®, mil veces menor a la
concentracién que parece afectar a los ovocitos
(Ahuja, 1982).

En la Fig. 8 se muestra, que los espermatozoides
en los gque se retiro la procaina antes de la
coincubacidn produjeron el mismo grado de polispermia
(No. de espermatozoides/évulo) que aquellos gue ho

fueron lavados previamente.



Fig. 6. Ovulos inseminados con espermatozoides con reaccidn
acrosomal espontdnea que fueron capacitados en el medio MCM-PL.
La coincubacién de los gametos se realizé en medio MCM-PLA
durante: a) 3 horas; b) 4 horas, c¢) y d) 2 horas. La
fluorescencia estd dada por tincidén con Hoechst 33258 (a, b y c);
d) contraste de fases de c. Se aprecia polispermia a los tres
tiempos ensayados y mayor grado de descondensacién de los nicleos
espermaticos en los tiempos mds prolongados de coincubacién.



Fig. 7.0vulos inseminados con espermatozoides con reaccidn
acrosomal sincrénica producida por procaina, durante su
capacitacidon en el medio MCM-PLG. La coincubacidn se realizé en
medio MCM-PLA durante: a) y b) 2 horas; c) y d) 3 horas: e) y f)
4 horas. contraste de fases y fluorescencia respectivamente. La
tincién se realizé con Hoechst 33258. Puede apreciarse una gran
polispermia y descondensacién similar en varios espermatozoides,
a un tiempo dado y mayor descondensacién de los nucleos
espermaticos a las 4 horas de coincubacién.



Analisis adicional para aclarar si los espermatozoides
con reaccién acrosomal inducida por procaina son los
fertilizantes.

Con objeto de aclarar si la fertilizacidn
observada durante dos horas de coincubacién, se debia
a los espermatozoides con reaccidén acrosomal inducida
por la procaina y no a espermatozoides que hubieran
sufrido la reaccibén acrosomal durante las dos horas de
coincubacibén, se ensayaron varias condiciones: 1) la
capacidad de adhesién (fusibén) temprana de los
espermatozoides con reaccidén acrosomal sincrénica; 2)
la fertilizacidén polispérmica gradual con
espermatozoides tratados con procaina desde el inicio
de la incubacidén; 3) el posible arresto de reacciones
acrosomales posteriores a las inducidas por procaina.
4) fertilizacién durante coincubacién muy corta con
espermatozoides tratados con procaina a los 5 minutos
de incubacidédn en MCM-PLG; 5) induccién de la reaccidn
acrosomal sincrbnica a los 5 minutos de incubacidn en
MCM-PLG, e inseminacién simultanea con estos
espermatozoides y con los control, coincubados en

Tyrode—-PLGA.

1) La capacidad de adhesién de los

espermatozoides con reaccidén acrosomal sincrénica. Los

évulos se dejaron interaccionar con los
espermatozoides con reaccidén acrosomal espontanea o

reaccibén acrosomal inducida por procaina. Después de



Fig. 8. Ovulos inseminados con espermatozoides con reaccién
acrosomal sincrénica, sin lavar y lavados para retirarles la
procaina. A los espermatozoides se les indujo la reaccidn
acrosomal sincrénica por la adicién de procaina (véase Métodos)
y fueron lavados o no en medio sin procaina antes de su
coincubacién (2 Horas) con los évulos. a) y b) contraste de fases
y tincidén con Hoechst 33258 respectivamente de évulos inseminados
con espermatozoides sin lavar. c¢) y d) contrate de fases y
fluorescencia (Hoechst) de 6vulos inseminados con espermatozoides
lavados. Es aparente un grados similar de polispermia y de
descondensacidén de los nucleos espermdticos en ambos casos.



s6lo 15 minutos de coincubacibén, los 6vulos fueron
lavados por transferencia a gotas sucesivas de medio
de coincubacién, para retirar a los espermatozoides
que no se hubieran adherido fuertemente (fusionado).
Para el lavado se utilizé MCM-PL-A sin calcio, lo que
evitaria la presentacién de la reaccidn acrosomal en
espermatozoides que no la hublieran sufrido antes del

lavado. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1. EFECTO DEL LAVADO EN MEDIO SIN CALCIO

SOBRE LA ADHESION DE LOS ESPERMATOZOIDES AL OVULO.

Inseminacidn con
espermatozoides:

Numero de lavados en Control Procaina
Medio MCM-PLA sin

calcio. Espermatozoides/évulo

3 8 (9) 15 (12)

6 7 (7) 16 (15)

9 8 (10) 1z 1i7)

12 8 (12) 10 (9)

% 5 6 (13) 13 (18)

Los espermatcozoides fueron incubados en el medio MCHM-FL
(control para tener reaccién acrosomal (RA) espontdnea), y en
MCM-PLG, al que se le afadidé procaina a los 30 minutos para
inducir la RA sincrénica. La coincubacién se realizé en presencia
de un namerc similar de espermatozoides con RA en ambos grupos.
Entre paréntesis se muestran los valores de un segundo
experimento. El1 naimero total de dévulos trabajados fue 165
dividido entre los dos experimentos, cuatro grupos.

En los dos experimentos realizados se vié que un
namero ligeramente mayor de los espermatozoides
tratados con procaina se adherian por 6vulc, que de
los espermatozoides control (el numero de
espermatozoides con reaccidn acrosomal era similar en

las dos muestras). Ambos tipos de espermatozoides



presentaron una fuerte adhesién al évulo, ya que
quince lavados no fueron suficientes para retirarlos.
Los flagelos fueron utilizados para el conteo de los
espermatozoides. No puede aseverarse para ninguno de
los dos casos, que todos los espermatozoides unidos
carecieran de acrosoma.

2) Fertilizacidén polispérmica gradual, con

espermatozoides tratados con procaina desde el inicio

de la incubacibn. Con la procaina afladida al inicio de
la incubacién generalmente fueron observados
espermatozoides con reaccibn acrosomal a partir de los
20-30 minutos de iniciada la incubacion, la RA fue
asincrbnica y con el tiempo aumento el niamero de
espermatozoides con reaccién acrosomal. Se inseminaron
6vulos con espermatozoides tratados con procaina
afnadida al inicio de la incubacién y con
espermatozoides con reaccién acrosomal sincrbénica, por
procaina afiadida hasta los 30 minutos de la
incubacién.

Los évulos coincubados durante dos horas con los
espermatozoides que sufrieron reaccidédn acrosomal
sincrbnica, mostraron una polispermia mayor que los
évulos fertilizados por 2 horas con espermatozoides
tratados con procaina al inicio de la incubacidbn
(Fig.9). En estos iltimos, la descondensacibébn de los
nlicleos espermaticos fue mas heterogénea, lo cual
concuerda con una presentacién gradual de la reaccién

acrosomal.



Fig. 9. Ovulos inseminados con espermatozoides tratados con
procaina al inicio y a los 30 minutos de su incubacidén en MCM-
PLG. La coincubacién de los gametos se realizé en el medio
Tyrode-PLGA durante 2 horas. a) y b) contraste de fases y tincidn
con Hoechst 33258 respectivamente de ©6vulos inseminados con
espermatozoides tratados con procaina al inicio de su incubacién.
c) y d) contraste de fases y fluorescencia de évulos inseminados
con espermatozoides tratados con procaina a los 30 minutos de su
incubacién en el medio MCHM-PLG. Se observa mayor polispermia en
los o6vulos fertilizados con espermatozoides c¢on reaccion
acrosomal sincrénica (d), que en los o6vulos coincubados con
espermatozoides tratados con procaina desde el 1inicio de su
incubacion.



3) Posible arresto de reacciones acrosomales

posteriores a las inducidas en los primeros 15 minutos

de tratamiento con procaina.

En los espermatozoides del cobayo capacitados en
el medio de Tyrode con piruvato, lactato y glucosa
(Tyr-PLG), la reaccién acrosomal se presenta hasta las
ocho horas de iniciada la incubacién (Rogers, y
Yanagimachi, 1975). Con base en lo anterior, se
trataron espermatozoides para producirles la reaccibén
acrosomal de manera sincrénica. La adicién del
anestésico se realizb a los 30 minutos de iniciada la
incubacién de los espermatozoides en MCM-PLG, el
anestésico se dejé actuar por 15 minutos y se tomé una
muestra alicuota (10 pl), que se transfiridé al medio
Tyr-PLG (300 ul).

Tanto en los espermatozoides en MCM-PLG con
procaina como en los transferidos a Tyr-PLG se valord
la pérdida de acrosoma (reaccidén acrosomal) en
muestras fijadas en formaldehido, cada 15 minutos a lo
largo de 60 minutos de incubacidén (Tabla 2). De
manera paralela, en algunos experimentos se
inseminaron ©6vulos, suspendidos en el medio de
Tyrode-PLG con albfmina, con espermatozoides con
reaccién acrosomal producida de manera sincrdnica. Los
bvulos se fijaron a los 15 y 5 minutos de iniciada la
coincubacién.

En relacién al arresto de la reaccidédn acrosomal,
en un primer experimento, la valoracién del incremento

de la reaccién acrosomal, cuantificada por la pérdida



del acrosoma, mostrd que el nOmero de espermatozoides
sin acrosoma permanecid casi constante desde el
inicio de la transferencia, hasta los 45 minutos de
haber sido transferidos al medio Tyrode-albGmina (RA
= 23%, 25.% y 27% a los 15, 30 y 45 minutos de
trasferidos, respectivamente) . En este mismo
experimento se inseminaron évulos durante 15 minutos
y por contraste de fases pudieron observarse
espermatozoides con la cabeza semi-internalizada,; ya
que sbdlo fue aparente la mitad posterior de la cabeza
espermatica sobre la superficie del o6vulo (Figura.
10). El1 arresto de la reaccidén acrosomal se valord en
otros 3 experimentos mas y el resultado como puede
apreciarse en la Tabla 2, fue variable de muestra a
muestra.
TABLA 2. VALORACION DEL INCREMENTO DE LA REACCION

ACROSOMAL EN LOS ESPERMATOZOIDES TRANSFERIDOS
AL MEDIO DE TYRODE-PLGA

Incubacidén (min) en el
medio de transferencia
o en el medio control.

Espermatozoides | Exp.Num 15 30 45 60
No transferidos 1 36 69 65 68
(control) 2 87 89 92 95

3 11 16 —— 20

4 16 15 - -

Transferidos 1 20 25 27 41

2 22 44 94 91

3 20 20 26 28

4 22 24 - -

Los espermatozoides fueron incubados 30 minutos en el medio
MCM-PLG y se les adiciond la procaina. Quince minutos después, se
tomé una muestra alicuota y se diluyé 30 veces en el medio
Tyrode-PLGA. Se valoré la RA, por la pérdida de acrosoma, en
muestras fijadas a los tiempos indicados, tanto en la muestra
transferida como en su control sin diluir. Los datos mostrados
corresponden a los porcentajes de reaccién acrosomal, en las
cudtro muestras ensayadas.



Fig. 10. Ovulos inseminados con espermatozoides con

reaccién acrosomal producida por procaina. El tiempo de
coincubacién fue de 5 minutos. a) y b) contraste de fases y
fluorescencia respectivamente. Las flechas muestran

espermatozoides internalizandose en los 6vulos.



Con base en los datos mostrados en la Tabla 2, se
considerd necesario valorar la penetracion de
espermatozoides durante fertilizaciones realizadas en
el medio de Tyrode-PLGA de duracién muy corta, donde
el incremento de reaccién acrosomal podria ser nulo.
Asi, la interaccibn de los gametos se termindé a los 15
minutos y a los 5 minutos de su inicio. La
fertilizacién que se obtuvo fue de 100%. En los 53
évulos trabajados claramente se observaron cuando
menos 1 & 2 espermatozoides sin acrosoma por 6vulo,
cuya cabeza estaba penetrandolo y por lo tanto no era
visible en su totalidad, uno de estos évulos se mostré
en el figura 10. Los datos cuantitativos fueron: de 53
bvulos valorados; 13 tenian de 1 a 2 espermatozoides;
22 presentaban de 3 a 4; 13 de 5 a 6, y 5 ovulos

mostraron de 7 a 8 espermatozoides.

4) Fertilizacién con espermatozoides tratados con
procaina a los 5 minutos de incubacién en MCM-PLG. Y

fertilizacién simulténea con los espermatozoides
control.

A espermatozoides incubados sélo 5 minutos en
MCM-PLG se les traté con procaina, gque se dejé actuar
15 minutos y con ellos se insemindé un lote de dvulos.
Los espermatozoides control se incubaron paralelamente
en MCM-PL y simultaneamente se insemind con ellos a

otro lote de évulos. La coincubacidén se realizd en el
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medio de Tyrode-PLGA. En ambos lotes de ovulos hubo
fertilizacién. El1 numero de espermatozoides que
penetraron por ovocito, fue claramente menor en los
évulos inseminados con los espermatozoides control que
en los inseminados con los tratados con procaina.
(Fig. 11 y Fig. 12, respectivamente).

El namero promedio de espermatozoides control
internalizados fue de 4 (6vulos observados, 6)
mientras que en el grupo experimental el promedio fue
9 (6vulos trabajados, 6).

También fue aparente un mayor numero de
espermatozoides sin acrosoma, provenientes del
tratamiento con procaina (Fig. 12). Ademds, un mayor
nimero de espermatozoides tratados con el anestésico,
se adhirieron por o6vulo (compare la Fig. l1la con la

Fig. 12a).



Fig.l1l. Ovulos inseminados con espermatozoides incubados en MCM-
PL durante 20 minutos y transferidos al medio de coincubacidén con
los o6vulos, el tiempo de inseminacién fue de 2 horas. a) y b)
contraste de fases y fluorescencia respectivamente. En a) se
observan espermatozoides en la cercanias del 6vulo y se presentan

con acrosoma(-- ), en b) se muestran pocos espermatozoides dentro
del o6vulo.



Fig.12. Ovulos inseminados con espermatozoides con reaccidn
acrosomal 1inducida por procaina. Los espermatozoides fueron
incubados por 5 minutos previo a la adicidén del anestésico, el
cual se dejo actuar pdr 15 minutos. El tiempo de coincubacidn
fue de 2 horas. a) y b), contraste de fases y fluorescencia
respectivamente. Las flechas indican espermatozoides gque han
erdido su acrosoma. En b), se puede observar que existen varios
espermatozoides internalizados.
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DI SCUSION

Una variedad de anestésicos locales han sido
ensayados para conocer sus efectos sobre la motilidad
de espermatozoides de diferentes especies (Lindemann,
Goltz y Kanous, 1987; Lindemann y col. 1990; Collins
y Epel, 1977; Hong y col. 1985). En el espermatozoide
del bovino, Singh y col. (1983) mostraron la expresién
de motilidad hiperactivada después de la adicién de
dibucaina y otros anestésicos, entre ellos Ila
procaina. En el espermatozoide del cobayo, la
dibucaina produjo motilidad hiperactivada, y disminuyd
el tiempo de incubacidén requerido para que se presente
la reaccidén acrosomal, observandose tambien una
captacién mas temprana de calcio (Singh, Babcock y

Lardy, 1983).

PROCAINA

En este trabajo, el anestésico local procaina,
adicionado a los espermatozoides del cobayoc incubados
en el medio MCM-PL mas glucosa, les produjo movimiento
hiperactivado, tal como ya fue descrito (Mijica y
col., 1992). Bajo estas condiciones, la procaina al
igual gue la dibucaina acelerd la presentacion de la
reaccidén acrosomal, soélo fueron necesarios 20 06 30

minutos de incubacidn. Sin procaina la reaccién
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acrosomal de los espermatozoides incubados en MCM-PLG
se inicid alrededor de los 120 minutos. Por efecto de
la dibucaina, Singh y col., (1983) mostraron que la
reaccibén acrosomal de los espermatozoides del cobayo

se presentaba 30 minutos antes gue en el control.

CALCIO EXOGENO

Un absoluto requerimiento de calcio exdgeno fue
observado, para la expresibn de la reaccidén acrosomal
inducida por procaina. Iqualmente el calcio exdégeno
fue indispensable, para que la dibucaina produjera la
reaccién acrosomal (Singh y col. 1983 ). En general,
la reaccidén acrosomal es absolutamente dependiente de
calcio exbgeno (Boitano y Omoto, 1992; Wassarmann,
1987) .

Los 5 minutos de incubacién, que los
espermatozoides requirieron para responder a la
procaina con presentacién de la reaccién acrosomal
sincrénica, podrian deberse:

1) A la necesidad de una concentracién umbral de
calcio libre intracelular. Los espermatozoides del
cobayo incubados en el medio MCM-PLG, incrementan
constantemente su concentracién de calcio libre
intracelular y la  procaina anadida a los
espermatozoides, les causa una elevacién grande e
inmediata de la concentracién de calcio libre en su
citoplasma (Mujica y col., en prensa). Podria

considerarse que el umbral necesario de calcio libre,
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para la expresién de la reaccidn acrosomal, se alcance
con la suma del nivel basal, mas el captado durante 5
minutos, mas el gque la procalina introduce
abruptamente; mientras que, el calcio introducido por
la procaina mas el nivel basal, no sean suficientes
ain; es decir, cuando la procaina se afade al inicio

de la incubacidn.

2) La reaccibén acrosomal ha sido correlacionada
con la concentracién de ATP del gameto (Hyne and
Edwards, 1985). En el medio de incubacidén empleado,
MCM-PL con 5.56 mM de glucosa; la concentracidén de ATP
basal en espermatozoides lavados en NaCl (9.18 nm/10°
células) se incrementa al doble (21.?1nm/.108 células),
a partir del primer minuto de iniciada la incubacidn
en el medio con glucosa (MGjica y col. 1991). Con base
en esta observacion pedria sugerirse, que la
concentracién incrementada de ATP sea la requerida
para la expresidén de la reaccidén acrosomal y que por
ello, la procaina no pudo provocar la reaccibn
acrosomal cuando fue afladida al 1inicio de la
incubacién.

3) Podria también considerarse que en los
primeros 5 minutos de la incubacibén ocurran cambios
inherentes a la capacitacién, los cambios minimos
suficientes para que el espermatozoide responda ccn

reaccibén acrosomal al influjo de calcio provocado por
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la procaina.

En todas las especies de mamiferos estudiadas
hasta la fecha se ha demostrado m&s all& de cualguier
duda, que la reaccidn acrosomal de los espermatozoides
es un prerrequisito esencial para la fusibén al 6vulo
(Barros y Berrios, 1977).

Se acepta que al momento de sufrir la reaccién
acrosomal, en el espermatozoide de los mamiferos ya ha
ocurrido su capacitacién (Eddy, 1988; Yanagimachi,
1988). La procaina podria cancelar casi en su
totalidad la necesidad de capacitacidén y sbélo requerir
los cambios que ocurren en los primeros 5 minutos de
incubacién de los espermatozoides en un medio
capacitante. Lo anterior seria similar a lo que ocurre
con la reaccibén acrosomal, por la presencia del
ionéforo de calcio A23187 en un medio con calcio (Liu,
y Baker, 1990), donde no se requiere la capacitacidn
de los espermatozoides y la reaccidén acrosomal se da
en respuesta a la entrada de calcio causada por el
ionéforo, hemos indicado que la procaina origina un
incremento abrupto de la concentracidn de calcio libre
intraespermatico.

En este trabajo se empleé el modelo de
fertilizacién heterdloga y diferentes condiciones de
ensayo para aclarar la capacidad fertilizante de los
espermatozoides con reaccién acrosomal aparente
inducida por la procaina. La tincidén de los nicleos

espermaticos con el reactivo de Hoechst permitid
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facilmente definir, desde las 2 horas de coincubacién
de los gametos, la ocurrencia de la fertilizacién;
como previamente habia sido comunicado (Labra, 1990).

La observacién por microscopia de contraste de
fases, de estos dvulos fijados y tefiidos con Hoechst,
no nos permitiér facilmente distinguir la presencia de
nicleos espermaticos internalizados. Sin embargo, fue
muy util, en el aspecto de que: el observador podia
distinguir al microscopio si1 las cabezas descansaban
sobre la superficie del ovocito o una parte de ellas
ya no era visible, lo que a nuestro criterio indicaba
el inicio de la penetracidén; lo cual permitié valorar
la fertilizacién a tiempos muy cortos de interaccién

de los gametos.

POLISPERMIA

Se ha 1indicado, que ocurre una fuerte unién
(fusion temprana) entre espermatozoides con reaccién
acrosomal y los évulos sin zona pelficida, pero no con
los espermatozoides gque conservan su acrosoma, ya sea
capacitados o no capacitados (Yanagimachi y Noda,
1970; Yanagimachi, 1978). La observacién de que el
lavado por transferencia a gotas sucesivas (15 veces),
de los ovulos con los espermatozoides adheridos, no
causaron desprendimiento de los espermatozoides (Tabla
1.) con reaccibén acrosomal dada por procaina sugiere,
que la pérdida de su acrosoma representa una reaccién

acrosomal verdadera.
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Los évulos inseminados con muestras de
espermatozoides control o con los tratados con
procaina, presentan un porcentaje de reaccién
acrosomal similar; la polispermia fue siempre mayor en
los fertilizados con espermatozoides tratados con el
anestésico. Lo anterior podria atribuirse a un mayor
envejecimiento de los espermatozoides control debido
al tiempo prolongado que los espermatozoides
necesitaron (90 a 180 minutos), para alcanzar el mismo
grado de reaccibén acrosomal.

La polispermia no fue atribuible a un efecto del
anestésico sobre el 6vulo mismo (Ahuja, 1982), ya que
los espermatozoides tratados con procaina cuando se
lavaron, antes de coincubarlos con los ovocitos
produjeron el mismo grado de polispermia que los
espermatozoides que no fueron lavados previamente
(Fig. 7).

Bajo las condiciones de fertilizacidn, podria
objetarse gque los espermatozoides fertilizantes fueran
los que mostraron la reaccidén acrosomal aparente
inmediata por la adicidén de procaina, que mas bien
podrian haber sido agquellos espermatozoides gque al
continuar su proceso de capacitacién en el medio de
coincubaciébn MCM-PLA, hubieran posteriormente sufrido
la reaccidén acrosomal y haber penetrado a los ovulos.
El1 problema anterior fue atacado, mediante Ila
coincubaciébn de los gametos en el medio de Tyrode-

PLGA; un medio en el que la reaccidén acrosomal de los
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espermatozoides del cobayo, se retarda hasta 7 horas
(Yanagimachi y Usui, 1975). Sin embargo, aungue el
incremento del porcentaje de reaccidén acrosomal fue de
sélo 5% ( en 3 de los 4 experimentos) en los
espermatozoides tratados con procaina y transferidos
al medio de Tyrode PLG-A (valorada la reaccién
acrosomal entre los 15 y 30 minutos de transferidos)
(vease Resultados, Tabla 2), la polispermia observada
podria deberse a dicho 1incremento, cuando Ila
coincubacién fuera prolongada (mas de 30 minutos) .

Los ovocitos 1inseminados con muestras de
espermatozoides, que presentaban un alto porcentaje de
reaccibén acrosomal (ya fueran gametos control o
tratados con procaina), presentaron siempre un alto
grado de polispermia (Fig. 6). Adem&s los nlicleos
espermaticos mostraban diferente grado de
descondensacidén. Estos resultados concuerdan con lo
comunicado por Yanagimachi  (Yanagimachi, 1988),
respecto a que no ocurre ningtin blogqueo a la
polispermia cuando se utilizan évulos desnudos del
héamster y que siguen entrando espermatozoides a lo
largo de una incubacién heterdloga.

De los datos mostrados sobre el arresto de
reacciones acrosomales posteriores a las inducidas por
la adicién de procaina, cuando los espermatozoides se
transfirieron al medio de Tyrode-PLG-A, la
fertilizacién positiva a tiempos muy cortos de

coincubacién en el medio de Tyrode-PLG-A sugerimos,
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que efectivamente, los 6vulos fueron fertilizados por
los espermatozoides con reaccidn acrosomal producida
por la procaina.

La sugerencia anterior se apoya en el mayor
grado de penetracién presentado por los 6vulos
fertilizados <con espermatozoides <con  reaccidn
acrosomal inducida por procaina a los 5 minutos de
incubacién, en comparacién con la polispermia dada por
los espermatozoides sin procaina, cuando ambos, fueron
transferidos simult&neamente al medio de coincubacién
con los évulos. Consideramos, que en ambas muestras la
reaccién acrosomal se deberia producir en el mismo
grado, durante la coincubacion con los ovulos y que la
diferencia en el mayor grado de polispermia podria
atribuirse a los espermatozoides con RA dada por la

procaina.



49

CONCLUSIONES

1.- La representacién de la reaccién acrosomal
producida por la procaina es dependiente del tiempo de
incubacibébn de las muestras previo a la adicidén del
anestésico y el porcentaje de RA es variable de

muestra a muestra.

2.- La procaina afiadida desde el inicio de la
incubacién adelanta la presentacién de la reaccién

acrosomal, cuando menos en una hora 30 minutos.

3.- La reaccidn acrosomal en espermatozoides
adicionales, de muestras tratadas con procaina , en
algunos casos es arrestada (hasta 30 minutos) si los
espermatozoides tratados «con el anestésico se

transfieren al medio de Tyrode ( Tyrode-PLGA).

4.- Existe un mayor grado de polispermia en los
6vulos inseminados con espermatozoides con reaccidn
acrosomal sincrénica, que aquellos inseminados con
espermatozoides con reaccién acrosomal espontéanea.Asi
como con los cincubados en MCM-PL durante el mismo

tiempo, gque durd el tratamiento con procaina, en MCM-
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PLG y procaina anadida al inicio de la incubacién.

5.- La polispermia observada es atribuible a la
accibén de la procaina en el espermatozoide y no a su

accién sobre el évulo mismo.

6.~ Los espermatozoides con aparente reaccién
acrosomal producida por procaina tienen una RA
verdadera, ya que fueron capaces de fertilizar a
évulos de hamster carentes de zona. La conclusién
anterior se basa primordialmente en los sigulentes
resultados. 1) La polispermia no fue atribuible a un
efecto de la procaina sobre el o6vulo. 2) Siempre
existié una correlacidn positiva entre el grado de
polispermia después de la inseminacién con
espermatozoides tratados con procaina y el nimeroc de
espermatozoides con RA. 3) Bajo condiciones idénticas
de coincubacién, y sin retraso en la inseminacién; los
espermatozoides tratados con procaina a los 5 minutos
de incubacién ocasionaron mayor grado de polispermia,
que su control. La mayor polispermia no es atribuible

a la RA espontanea.

7.- Mediante el uso de este sistema, es posible
efectuar inseminaciones con gametos no envejecidos, y
obtener elevados indices de fertilizacidén, a tiempos

muy cortos de coincubacidn.
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