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RESUMEN

La capacitacion espermatica es un proceso fisiologico que se desarrolla en el
aparato reproductor femenino y es indispensable para que la fecundaciéon del
ovocito pueda realizarse. Este proceso requiere inicialmente de la eliminacién de
los factores descapacitantes presentes en el semen; asi como una serie de
cambios en el espermatozoide tanto lipidicos como proteicos de su membrana
celular, activaciéon de canales ionicos, la fosforilacidn-desfosforilacién proteica,
activacion de enzimas. Todos estos son regulados por diferentes vias, varias de

las cuales se desconocen o0 no estan totalmente descritas.

La temperatura es un factor que se encuentra sometido a muchas variaciones
durante condiciones in vitro, por lo tanto es importante analizar el comportamiento
de los espermatozoides que son capacitados a temperatura ambiente del
laboratorio (2528 °C).

En este trabajo se realizaron experimentos para determinar el efecto de la
temperatura sobre la [Ca?'], potencial de membrana, pH; y movilidad en
espermatozoides capacitados in vitro. Las mediciones de la [Ca®'];, potencial de
membrana, pH; fueron analizadas con espectrometria de fluorescencia; mientras
gue la movilidad se examin6 mediante el sistema de analisis automatizado de

movilidad espermatica (CASA) de la marca Hamilton-Thorn.

Los resultados indicaron que los espermatozoides capacitados in vitro incubados a
temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) no mostraron diferencias
estadisticamente significativas con los espermatozoides incubados a 37 °C al
realizar las mediciones sobre la [Ca?'];, potencial de membrana, pH; durante 4 h.
Sin embargo la movilidad de los espermatozoides tuvo diferencias significativas en

la estadistica descriptiva.

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

I. INTRODUCCION

La fecundacion tiene como resultado la formacién de un nuevo individuo a partir
de la fusion pronuclear de los gametos femenino y masculino. Se puede definir
como el conjunto de transformaciones que se producen en los dos gametos a

partir de la interaccion y fusion de ambos (Wallace et al., 1983).

En su camino hacia el ovocito el espermatozoide presenta diferentes cambios
como son la capacitacion, hiperactivacion de la movilidad y reaccion acrosomica
(RA). Estos procesos son necesarios para que el espermatozoide pueda
fusionarse con el ovocito y fecundarlo. La capacitacion ocurre en el tracto genital
femenino y puede reproducirse in vitro en medios fisiolégicos que contengan
bicarbonato y albumina. Este proceso, dura de 4-6 horas, y durante este periodo
ocurren cambios bioquimicos y biofisicos, entre los que destacan: un cambio en el
potencial de reposo de la membrana celular como resultado de la salida de
potasio, eliminacién de colesterol por la albumina estimulando la entrada de
bicarbonato y calcio. Estos iones promueven la actividad de la adenilato ciclasa,
que produce monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) a partir de AMP. El
aumento en AMPc activa a la proteina cinasa A, causando que esta active a la
proteina tirosina cinasa. Simultaneamente el pH intracelular (pH;) se alcaliniza de
6.7 a 6.85 aproximadamente y la concentracién de calcio intracelular ([Ca®'];) en el
reposo aumentan en alrededor de 100 nM (Torres-Flores et al., 2011).

Estos procesos estan limitados por distintos factores que rodean su entorno como
por ejemplo: secreciones del aparato reproductor femenino, plasma seminal, grado
de acidez del medio y temperatura (Bahat y Eisenbach, 2006).

La temperatura es un factor que influye sobre los procesos relacionados con la
fertilizacion. Sin embargo, el efecto de la incubacion a temperatura ambiente en la

capacitacion del espermatozoide humano no ha sido completamente descrito.
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A continuacién se describen las caracteristicas morfoldgicas del espermatozoide y
la maduracion espermatica que debe de llevar a cabo para poder fecundar al

ovocito.

1.1 Estructura del gameto masculino

El espermatozoide esta formado por: una cabeza y por un flagelo o cola. A su vez
estas partes estan divididas en compartimientos celulares, cada uno con su

funcién (Curry y Watson, 1995).
Cabeza del espermatozoide

La cabeza del espermatozoide cuenta con tres partes fundamentales: el
acrosoma, el nucleo y el citoplasma (de forma muy reducida) (Browder et al.,
1991).

El acrosoma es una vesicula grande que se encuentra en la parte apical de la
cabeza. Dentro de esta estructura se encuentran enzimas hidroliticas; estas
enzimas se liberan mediante la exocitosis del acrosoma, proceso conocido como

reaccion acrosémica (Mortimer, 1997).

El nacleo espermatico contiene el ADN, este aparece muy condensado debido a
que durante la espermatogénesis, las histonas son reemplazadas por protaminas.
El nicleo espermatico es la parte que debe de penetrar en el ovocito (Miller y
Ostermeier, 2006).

Los espermatozoides maduros tienen un citoplasma muy reducido. La mayor
pérdida del citoplasma se produce cuando los espermatozoides se van a liberar
del epitelio de los tubulos seminiferos (Schuel y Burkman, 2005).
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Flagelo del espermatozoide

El flagelo es el encargado de la movilidad espermética y se divide en cuatro
regiones: cuello, pieza media, pieza principal y pieza terminal, cada una con

diferente anatomia relacionada con su funcion (Browder et al., 1991).

El axonema o filamento axial se extiende a lo largo de todo el flagelo a través de
las cuatro regiones y es la estructura responsable de la movilidad (Figura 1). El
axonema se encuentra organizado con el patron 9+2, es decir dos microtiubulos
centrales rodeados por nueve dobletes de microtubulos formados por dos
subunidades; la subunidad A completa y la B incompleta. EI componente
estructural de los microtabulos es la tubulina (Olivera et al., 2006).

Extendiéndose desde cada tabulo A hacia el tubulo B del doblete adyacente hay
pares de proyecciones de dineina y a su vez los nueve dobletes periféricos estan
conectados cada uno a su vecino inmediato por una proteina compuesta, la nexina
(Figura 1).

Flagalo o cala Cabeza

Zona ecuionial

1
CIID:,JLI.T;ZE Mideleo y teca parinuckesr
5

= ok A ~
Fosa de la implaniac M_ s T '\

S perasanma

~ “Espacio subacrozoma

—

e Pie_za Pleza Principal ﬂza Media
8, Estnciura amnema Terminal

. Mizrotdituio Central

0. Manbrana Cropizamatics
1 Brazo Exlerna Dinara
Z Braza Inbamo Dingina
3 Complen die Snsambls
4 Complego dé Radio

5. Cabinza de Radio

i Talo de Radio

T Proyeccin Cantral

B Puerie Cantral

3 Unice bvipar

Capa Fibrosa

Mitocondria ————" Fibra
Densa Exlema

Figura 1. Esquema de la morfologia del espermatozoide humano. Representa el cuerpo entero del
espermatozoide dividido en dos partes: cabeza y flagelo. A su vez estas partes estan divididas en
compartimientos celulares (Modificado de Olivera et al., 2006).

El cuello forma un segmento que liga el flagelo y la cabeza. Sus principales

componentes son capitulum (una estructura fibrosa con forma de cupula) y las
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columnas segmentadas. El capitulum es el sitio donde se posiciona el centriolo
proximal, en &ngulo recto al eje del flagelo. La union entre la cabeza y la cola esta
mediada por filamentos de capitulum y la placa basal en la superficie caudal del
nacleo, permitiendo flexibilidad al cuello (Wallace et al., 1983).

La pieza media se extiende desde el extremo distal del cuello hasta el annulus,
una banda circunferencial que marca la unién de la pieza media y la pieza
principal. La caracteristica mas importante de la pieza media es la presencia de la
vaina mitocondrial que consiste en mitocondrias cubriendo de punta a punta el
axonema en forma helicoidal. El espermatozoide humano tiene una hélice
compuesta de 11 a 15 giros, con un promedio de dos mitocondrias en cada giro
(Harrison, 1996). En realidad, la vaina mitocondrial del espermatozoide humano a
menudo tiene una apariencia desorganizada en contraste con la observada en
otras especies de mamiferos. La estructura interna mitocondrial es similar a la
observada en otros tipos celulares, sin embargo las mitocondrias espermaticas
son inusuales en cuanto a la gran estabilidad de sus membranas externas. La
gran estabilidad de las mitocondrias a cambios osméticos y tratamientos con
detergentes podria estar relacionada con la presencia de puentes disulfuro
(Wallace et al., 1983). La significancia funcional de esta alta estabilidad aun no es
clara pero serviria para resistir la compresion y el estiramiento durante el batido
flagelar. La membrana interna de la mitocondria es el sitio de produccion de
energia de los espermatozoides y la posicion de las mitocondrias alrededor del
flagelo favorece el rapido suministro de ATP al axonema para la movilidad
espermatica (Mbizvo et al., 1990).

El segmento mas largo del flagelo es la pieza principal, que se extiende desde el
annulus hasta el extremo proximal de la pieza terminal, con un largo de
aproximadamente 55 pum. Se caracteriza por la presencia de la vaina fibrosa, un
citoesqueleto alrededor del axonema y las fibras densas externas. Las proteinas
gue constituyen la vaina fibrosa contienen gran cantidad de puentes disulfuro,

convirtiéndola en una estructura sumamente estable. La funcién de la vaina fibrosa
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seria similar o complementaria a la de las fibras densas externas, controlando y

restringiendo el movimiento flagelar (Curry y Watson, 1995).

Mas all4 del extremo de la vaina fibrosa se encuentra la pieza terminal del flagelo.
Los microtubulos del axonema terminan en esta region, siguiendo un patrén
regular aunque con variaciones. Primero los brazos de dineina desaparecen y la
subunidad A toma apariencia de hueco (Pedersen, 1972) y al terminar los
microtubulos centrales, dos pares externos se mueven hacia adentro para ser
rodeados por el resto. Luego hay una sucesiva terminacion de los tibulos que se
van quedando en la punta del flagelo (Curry y Watson, 1995).

1.2 Maduracion del espermatozoide

La maduracion del espermatozoide se ha definido como la capacidad de los
espermatozoides para poder fecundar al ovocito; esta maduracién comienza en el

epididimo y termina en el tracto genital femenino (Schuel y Burkman, 2005).

1.2.1 Maduracion en el epididimo

Después de haber concluido la espermatogénesis, los espermatozoides son
liberados a la luz de los tubulos seminiferos (espermiacién). Sin embargo, aln
carecen de movilidad. Para adquirirla, deben de someterse a una serie de cambios
bioquimicos vy fisioldgicos, que se realizan en su paso por el epididimo al que
llegan a través del conducto eferente mediante movimientos peristalticos (Phillips,
1970).

Durante el paso entre la cabeza y la cola del epididimo, los espermatozoides
adquieren movilidad a través de un mecanismo de fosforilacion y des-fosforilacién
de proteinas presentes en el flagelo del espermatozoide, reguladas por
mediadores intracelulares como ion calcio (Ca2*), AMPc y el pH, procedente del
microambiente del epididimo (Tash y Bracho, 1994). Sin embargo, las principales
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modificaciones incluyen cambios en la composicion lipidica y proteica de la
membrana plasmatica (Sullivan et al., 2005; Yanagimachi, 1994).

1.2.2 Maduracion en el tracto genital femenino

Durante el trayecto, los espermatozoides van adquiriendo gradualmente la
movilidad y capacidad fertilizante (Foldesy y Bedford, 1982). Después de la
eyaculacién, el semen forma un gel, que se licda de 20-30 minutos, por medio de
unas enzimas originadas en la glandula prostatica. Para proteger temporalmente a
los espermatozoides del pH acido vaginal, al cabo de unas horas, los
espermatozoides que no han alcanzado el moco cervical, son inmovilizados. El pH
de la secrecion mucosa cervical es alcalino, permitiendo la supervivencia de los
espermatozoides que pueden acceder a él, después de la eyaculacion (Ralt et al.,
1991). Esta secrecién ayuda a eliminar espermatozoides anormales, la seleccion
de espermatozoides moviles, eliminacion del plasma seminal y por lo tanto la
iniciacion de la capacitacion. El estrecho contacto entre el espermatozoide y el
moco cervical, rico en albumina servira, en primer lugar, para eliminar los factores
descapacitantes y, en segundo lugar, la pérdida de varios lipidos de membrana
como el colesterol; estos dos eventos dan lugar a la capacitacion (Feki et al.,
2004).

Las contracciones uterinas y la movilidad espermética impulsan a los
espermatozoides hacia la union Gtero tubarica. En esta region, las secreciones
mucosas rellenan su interior, formando una barrera que impide cualquier retroceso
(Dobronski et al., 1997).

Las trompas de Falopio proporcionan un entorno propicio para, en primer lugar, el
transporte del espermatozoide, el almacenamiento y la capacitacion y, en segundo
lugar, la captacion ovocitaria, su trasporte, fertilizacion y finalmente la division
embrionaria. Todos estos acontecimientos se producen en un periodo

relativamente corto del ciclo menstrual, alrededor de la ovulacién (Hunter, 1981).
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1.3 Movilidad espermatica

Los espermatozoides de mamiferos manifiestan dos formas generales de
movilidad: activa e hiperactivacion. La movilidad activa, se observa en
espermatozoides recién eyaculados y muestra un ritmo relativamente bajo de
amplitud flagelar que impulsa al espermatozoide por su viaje por el tracto
reproductivo femenino (Turner et al., 2006).

Posteriormente los espermatozoides alcanzan un movimiento flagelar ain mas
vigoroso que juega un papel muy importante en el desplazamiento efectivo a
través del moco cervical. Esta aceleracion de la movilidad, denominada
hiperactivacion (Yanagimachi, 1969) se compone de ritmos exagerados, de gran
amplitud flagelar causando que los espermatozoides naden en "figura de ocho",
formacion caracteristica en un medio de baja viscosidad. En medio de alta

viscosidad, la movilidad hiperactiva es mas progresiva (Ho y Suéarez, 2003).

La hiperactivacion es importante para la progresion de los espermatozoides a
través del entorno de mayor viscosidad del oviducto y, para la penetracién del
cumulo del ovocito (Suarez y Dai, 1992; Darszon et al., 2006). Por lo tanto la

movilidad es una de las funciones mas importantes de los gametos masculinos.

1.4 Capacitacidon espermaética

Los espermatozoides de mamiferos no son capaces de fecundar al ovocito
inmediatamente después de la eyaculacidén, el espermatozoide adquiere su
capacidad fecundante después de permanecer en el tracto genital femenino. Este

intervalo entre la liberacion de los espermatozoides en el tracto genital de la
hembra y la fecundacién se denomina “capacitacion” (Suarez y Pacey, 2006).
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La capacitacion es un proceso de cambios bioquimicos que tienen por objetivo
permitir al espermatozoide llevar a cabo la reaccion acrosémica, este fendbmeno
inicia por un efluyo de colesterol de la membrana plasméatica de los
espermatozoides (Blackmore y Eisoldt, 1999). Este eflujo es lento y favorecido por
la albimina. La extrusién de colesterol de la membrana trae como consecuencia
un aumento en su fluidez y activacion de adenilato ciclasa soluble (ACs) (Clozel et
al., 1997). Esta enzima eleva los niveles de AMPc y activa consecuentemente a la
proteina cinasa A (PKA) (Chouabe et al., 2000). La ACs, es estimulada por iones
de calcio y por bicarbonato (O’toole et al., 2000). Al respecto, cabe mencionar que
la capacitacion requiere estrictamente de la presencia de calcio extracelular y es
estimulada por el bicarbonato. El aumento en el AMPc y la activacion de la PKA,
trae como consecuencia la activacion de tirosinas cinasas (Cui et al., 2004; Czirjak
y Enyedi, 2006; Darszon et al., 2006) La actividad de las tirosinas cinasas también
es esencial para la capacitacion, ya que su inhibicién, previene la reaccién
acrosomica inducida fisiolégicamente por la progesterona, lo cual constituye un

“marcador funcional” de la capacitacién (Figura 2).

Ademas, la activacion de la PKA tiene como resultado la activacion de la
fosfolipasa D (PLD), la cual estimula a su vez la polimerizacion de F-actina en
humano, murinos y en el carnero, evento que es relacionado con la reaccién

acrosomica (Cohen et al., 2004).

Entre estos procesos bioquimicos, la capacitacion del espermatozoide se
acompafa de un aumento en el calcio intracelular de reposo y un cambio en el pH;
(Lotshaw, 2001).
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Figura 2. Vias de sefializacién en la capacitacion del espermatozoide. La activacion de ACs, mediante el Ca2*
y el HCO;", iniciando la via de AMPc/PKA dando como resultado la fosforilacion de las proteinas de
membrana (Vadnais et al., 2007).

1.5 Reaccion acrosdmica

Como resultado de la capacitacion, el espermatozoide esta preparado bioquimica
y morfolégicamente para realizar la exocitdsis denominada reaccion acrosémica,
que se inicia cuando el espermatozoide tiene contacto con la zona pelicida (ZP)
del ovocito (Yanagimachi, 1990). La ZP es la capa externa que rodea al ovocito de
los mamiferos y esta compuesta de cuatro glicoproteinas (ZP1, ZP2, ZP3, ZP4),
de las cuales la ZP3 es la que contiene al inductor fisiolégico de la reaccion
acrosomica del espermatozoide (Darszon et al., 2006).

Permitiendo la liberacion de una serie de enzimas y un cambio estructural en la
parte anterior de la cabeza espermatica; hecho que facilitara la penetraciéon de las
cubiertas del ovocito (Buxadé, 1995).

La reaccién acrosomica inducida por la ZP o ZP3 requiere de Ca?" externo e
involucra: incrementos en la [Ca2*]; mediados por canales, un aumento en el pH; y

cambios en el potencial de membrana (Darszon et al., 2006).
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Auln se desconoce cual (es) es (son) el(los) receptor(es) de ZP3. Se postula que la
unién de la ZP a su(s) receptor(es) dispara cambios en el potencial de membrana
(pM) que activan a los canales de calcio dependientes de voltaje (Ca,) del
espermatozoide maduro. Ademas de estos cambios, la reaccion acrosémica
inducida por la ZP requiere de un incremento transitorio de pHi. Se desconoce
todavia cual es la relacion entre el aumento en el pH; y [Ca?*]; (LOpez-Gonzélez et
al., 2001).

La hipotesis mas aceptada considera que la induccion de la reaccidon acrosémica
por la ZP estimula la entrada de Ca?* a través de los canales T que activa a una
fosfolipasa C presente en el espermatozoide. Al activarse la fosfolipasa C se
incrementa los niveles de inositoltrifosfato (IP3). El receptor de IP3 esta presente
en el acrosoma de estas células (Darszon et al., 2011).

1.6 Canales de membrana, moléculas y factores implicados en el
proceso de capacitacion

1.6.1 Importancia del Ca?* en la capacitacion

El Ca?" puede provenir de dos fuentes: 1) extracelular introducido a través de
canales de la membrana plasmatica y/o 2) Ca2* almacenado en organulos
intracelulares. La fuente predominante de Ca2* para la hiperactivacion es
extracelular, incorpordndose a través de los canales de Ca?* de la membrana
plasmatica formados por proteinas CatSper (Herrick et al., 2005). Estas proteinas
sblo se expresan en células germinales masculinas y se localizan en la pieza
principal del flagelo del espermatozoide maduro. Estos canales parecen ser
activados mediante el aumento del pH; (Kirichok et al., 2006).

La movilidad progresiva del espermatozoide es importante en la evaluacion del

potencial de fertilidad de los espermatozoides, y el requisito previo para la

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

fertilizacion. Esta depende de un numero de factores, incluyendo la temperatura a
la que se mantiene el semen en el momento de los analisis. (Amelar et al., 1980).

El Ca?* tiene la propiedad de ser empleado como regulador por numerosas
proteinas celulares. La sefial de Ca2* participa en el control de multiples funciones
celulares desde la fertilizacion hasta los procesos de muerte celular, secrecion,
metabolismo hasta la diferenciacion y replicaciéon celular. De todos los
mecanismos de sefializacién intracelular el mas caracterizado y el mejor estudiado
es la movilizacion de Ca?*. Esta via consiste en aumentos transitorios de la
concentracion de calcio intracelular [Ca2*]; producidos por numerosos mensajeros

intercelulares (Berridge et al., 1999).

La accion del Ca2* sobre distintas enzimas efectoras involucradas en la sefial de
transduccion espermatica sugiere que este cation juega un papel importante en la

capacitacion (Dragileva et al., 1999).

Una de las consecuencias mas importantes de la salida del colesterol de las
membranas, es una entrada masiva de Ca?* extracelular que se considera
requisito indispensable para que el proceso de reaccidon acrosémica tenga lugar.
Esta entrada de Ca?* puede ser consecuencia de los cambios que ocurren en la
fluidez de la membrana, lo que confiere que sea mas permeable al Ca2* (Flesch y
Gadella, 2000).

Visconti y Kopf en 1998, sugirieron un efecto cooperativo del Ca2* y del HCOz en
la modulacion de la capacitacion espermatica, es decir, es necesaria la presencia
de ambos para que tenga lugar un incremento de los niveles de AMPc y la
posterior fosforilacion de diversas proteinas.

Otro aspecto que influye en la capacitacién en relacion con el Ca2* es el pH;. Los
espermatozoides no capacitados mantienen un pH; acidificado actuando como un
regulador del influjo de Caz* (Florman et al., 1992), previniendo la capacitacién y la

reaccion acrosomica.
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Actualmente se cree por la mayoria de los investigadores que el efecto del
aumento intracelular de Ca2*, HCO3 Yy el pH; durante la capacitacion espermatica
es la activacion de la ACs posteriormente aumentara el AMPc (Breitbart, 2003;
Hess et al., 2005).

1.6.2 Bicarbonato

El HCOs juega un papel importante en la capacitacion del espermatozoide y por lo
tanto lograr la fecundacion tanto en condiciones in vivo como in vitro (Harrison et
al., 1996; Visconti et al., 1995). En el epididimo hay bajos niveles de HCO3 (3-4
mM), pero estos niveles son mayores a en el Gtero y oviducto (>20 mM) que es el
lugar donde tiene lugar la fecundacion (Rodriguez-Martinez et al., 1990).

El movimiento del HCOz; a través de la membrana ha sido asociado con el
incremento del pH; durante la capacitacion (Zeng et al., 1995). Sin embargo, otro
objetivo probable del bicarbonato en el espermatozoide es la regulacién del
metabolismo de AMPc (Garbers et al., 1982) por estimulo de ACs (Buck et al.,
1999).

Se ha observado que el bicarbonato provoca una serie de eventos tales como la
regulacion de los niveles de AMPc, cambios reversibles en la membrana
plasmatica y la hiperpolarizacién de esta, por medio de la via de sefializaciéon
AMPCc/PKA (Harrison, 2004). Por lo tanto se ha determinado que la capacitacion
es un proceso dependiente de bicarbonato (Gadella y Harrison, 2002; Visconti et
al., 2002).

1.6.3 Potencial de membrana

El potencial de membrana basal esta determinado por la permeabilidad relativa de
la membrana plasmatica espermética a los iones que van a constituir el medio de

capacitacion. Bajo condiciones normales, los espermatozoides mantienen una
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concentracion de iones en el interior de la célula muy diferente de la que se
encuentra en el medio extracelular. La diferencia esta determinada por la
permeabilidad de la membrana plasmatica a los iones que se encuentran en el
medio, de sus gradientes y del estado metabdlico de la célula (Salicioni et al.,
2007).

La capacitacion espermatica en los mamiferos estd acompafiada de una
hiperpolarizacién de la membrana plasmatica del espermatozoide (Zeng et al.,
1995), dando como resultado cambios en la actividad de los canales idnicos y
transportadores que controlan el flujo iénico (Salicioni et al.,, 2007). Se ha
demostrado que en el espermatozoide de ratén, los cambios en el potencial de
membrana no ocurren en ausencia de Albimina Sérica Bovina (BSA) o de HCOz
(Demarco et al., 2003).

Estos resultados sugieren que en un medio de capacitacion el HCOs, asi como el
flujo de colesterol, puede tener la funcion directa o indirecta controlando eventos
gue le permiten la hiperpolarizacibn de la membrana plasmatica del
espermatozoide (Salicioni et al., 2007).

1.6.4 Quimiotaxis y termotaxis

La probabilidad de un encuentro entre los gametos in vivo es muy dificil
(Eisenbach y Tur-Kaspa, 1999) debido a una serie de razones. En primer lugar, el
namero de espermatozoides eyaculados que alcanzan el itsmo del oviducto
(donde quedan atrapados y forman un depdsito de espermatozoides) es pequefio
(Suarez 2002). En segundo lugar, solo una fraccién de estos espermatozoides
(10% en los seres humanos Cohen et al., 1995) se convierten capacitados y
adquieren un estado de preparacion para la fertilizacion del ovocito (Jaiswal y
Eisenbach, 2002) en tercer lugar el camino que los espermatozoides recorren en
el tracto reproductor femenino para llegar al ovocito en el sitio de la fertilizacion es
relativamente largo 3-5 cm en los seres humanos (Tur-Kaspa, 1992).
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Por lo tanto se cree, para alcanzar al ovocito in vivo, los espermatozoides deben
de ser guiados en el oviducto. Uno de los mecanismos de orientacibn mas
comunes es la quimiotaxis. Sin embrago la quimiotaxis por si sola no puede ser
suficiente debido a los movimientos peristélticos del oviducto que pueden prevenir
la formacion de un gradiente quimioatrayente de largo alcance in vivo y restringir la

guimiotaxis a una distancia corta del ovocito (Eisenbach, 1999).

Otro mecanismo posible de orientacion podria ser la termotaxis. En donde se
propone gque este mecanismo puede guiar a los espermatozoides por un gradiente
de temperatura. Estudios anteriores encontraron que en la ovulacién existe una
diferencia de temperatura entre el sitio de depdsito de espermatozoides (mas frio)
y el sitio de a fertilizacion (méas caliente). Por lo tanto existe una diferencia de
temperatura de aproximadamente 2 °C en conejos entre el istmo y la union
ampular-istmica y -0.7 °C de diferencia en cerdos apareados entre el istmo y la
ampolla (Hunter y Nichol, 1986). Estos hallazgos plantean la posibilidad de que la
diferencia de temperatura podria servir como sefal para guiar a los

espermatozoides al sitio de la fecundacion (Hunter, 1998).

Posteriormente Bahat et al., (2003) demostraron en espermatozoides de conejo y
de humanos que tienen capacidad para detectar pequeiias diferencias de
temperatura (tan pequefias como 0.5 °C y tal vez, incluso inferior) y responden a
ella por termotaxis. In vivo la termotaxis puede ser complementaria a la
guimiotaxis, cada mecanismo puede ser funcional en una regién donde el otro
mecanismo es ineficaz. Una regidn es aparentemente entre el depdésito de
espermatozoides istmica y el sitio de la fertilizacion, en donde existe un gradiente
de temperatura en la ovulacion y donde la quimiotaxis de largo alcance puede no

ocurrir debido a un efecto de mezcla de los movimientos peristalticos del oviducto.
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Figura 3. Mecanismos de orientaciéon del espermatozoide humano en el tracto genital femenino. (Bahat y
Eisenbach, 2006).

1.7 Antecedentes

Mahi y Yanagimachi en 1973 realizaron experimentos en espermatozoides de
hamster dorado en donde los incubaron en un rango de 16 a 42 °C y analizaron
los efectos de la temperatura en la movilidad, reaccidbn acrosémica y
supervivencia, destacando que en sus resultados a 37 °C se activan
inmediatamente los espermatozoides, ademas que la reaccion acrosémica ocurre

en mayor porcentaje.

Lenz y colaboradores en 1983 analizaron los efectos de la temperatura sobre la
reaccion del acrosoma de espermatozoides de bovinos. En sus resultados la
reaccion del acrosoma y la viabilidad espermatica fueron dafiadas a 40 °C. Las
temperaturas inferiores a 35 °C no mejoraron en estos parametros. Destacando a
38 °C como temperatura Optima para la reaccion del acrosoma. A partir de estos
resultados se concluyé que eventos que ocurren antes y durante la fertilizacion

son sensibles a la temperatura.
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Experimentos realizados por Si en 1997 con espermatozoides obtenidos del
epididimo caudal del hamster, fueron activados en un medio fisiolégico en un
rango de temperaturas entre 22 y 40 °C. En sus resultados el aumento de la
temperatura incrementé la velocidad de los espermatozoides al nadar y en su
batido flagelar. Demostrando que la temperatura regula la iniciacion y
mantenimiento de la movilidad de los espermatozoides de hamster.

En cuanto a los espermatozoides humanos, algunos informes han descrito c6mo
la temperatura influye sobre la movilidad celular, en la reaccién acrosémica, y en

la capacidad del espermatozoide para penetrar en el ovocito.

Como por ejemplo Cohen y colaboradores en 1985 utilizaron los espermatozoides
obtenidos de pacientes que se sometieron a la fertilizacion in vitro. Los cuales
fueron incubados a temperatura ambiente del laboratorio y a 4 °C durante 20 dias,
evaluando su movilidad y capacidad de penetracién en ovocitos cada dos dias
realizando evaluaciones durante el dia y la noche. Los espermatozoides
almacenados a 4 °C durante la noche tenian tasas mas altas de penetracién del
ovocito a comparacién con los almacenados a temperatura ambiente del
laboratorio. Mientras que a temperatura ambiente, la movilidad se redujo en

menos de la mitad en los primeros 14 dias.

Experimentos mas recientes como el de Marin-Briggiler y colaboradores en 2002
incubaron espermatozoides humanos capacitados durante 18 horas a 20y 37 °C
donde evaluaron hiperactivacion, fosforilacion de la proteina tirosina y reaccion
acrosomica. Llegando a la conclusion de que el espermatozoide humano a
temperatura ambiente del laboratorio (20 °C) no se capacita, sin embargo este
efecto de bloqueo no afecta a la reaccion acrosémica cuando los espermatozoides

son expuestos nuevamente a 37 °C.

Boryshpolets y colaboradores en 2015 realizaron un analisis sobre el
comportamiento de los espermatozoides humanos expuestos a termotaxis; las
muestras de espermatozoides humanos fueron sometidas a un cambio de

temperatura rapido (31 a 37 °C en 40 segundos) y se les realiz6 un analisis
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cuantitativo de los parametros de movilidad y cambios en la direccion del flagelo;
antes, durante, y después del cambio de temperatura. En sus resultados destacan
gue los espermatozoides tienen alta sensibilidad a los cambios de temperatura
durante la capacitacion (incubacion durante 2 h).

Finalmente los autores indicaron que los cambios de temperatura podrian ser un
nuevo parametro para la determinacion de la calidad del espermatozoide.

Destacando que se requiere mas investigacion en espermatozoides humanos.

Todos estos estudios concluyen que la temperatura es un factor que influye sobre
la movilidad y la reaccién acrosdmica. Sin embargo, el efecto de la incubacion en
los espermatozoides humanos capacitados a temperatura ambiente no ha sido
totalmente descrito, y la mayoria de los experimentos han sido realizados en

animales de experimentacion y pocos con espermatozoides humanos.

ll. JUSTIFICACION

El fendbmeno de fertilizacion, es un proceso de comunicacion intercelular que
requiere la activacion de mecanismos morfoldgicos y fisiolégicos en los gametos

masculino y femenino, mediados por interacciones celulares y del microambiente.

Estos mecanismos estan condicionados por distintos factores de su entorno como
por ejemplo: secreciones del aparato reproductor femenino, plasma seminal, grado
de acidez del medio y temperatura.

Estudios en animales han mostrado que la temperatura de incubacién tiene un
efecto modulador sobre la movilidad espermatica y la reacciéon acrosémica. Los
espermatozoides humanos que son normalmente incubados a 37 6 38 °C durante
los experimentos in vitro y sometidos con frecuencia a las variaciones de la
temperatura ambiente del laboratorio durante el curso de su preparacion, se
desconoce el efecto sobre la [Ca2*];, el pH; en espermatozoides capacitados a

temperatura ambiente.
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Sin embargo, el efecto de la incubacién a temperatura ambiente del laboratorio en
la capacitacién del espermatozoide humano no ha sido completamente descrito.
Por lo que la comprension de estos mecanismos que conducen a la fertilizacion es

fundamental para hacer frente a las crecientes tasas de infertilidad masculina.

El presente trabajo aportara conocimiento sobre los cambios a nivel fisiolégico

relacionados con la capacitacién a temperatura ambiente del gameto masculino.

lll. HIPOTESIS

Si los espermatozoides incubados in vitro a 37 °C realizan los procesos como la
capacitacion, movilidad hiperactivada y estos procesos son dependientes de la
entrada de Ca?*, pH;, potencial de membrana, entonces si son incubados a
temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) se promoveran de manera
eficiente la capacitacion, la movilidad hiperactivada y la entrada de Ca?*, pH
potencial de membrana y movilidad relacionados con la capacidad fertilizante.

IV. OBJETIVOS

General:

Estudiar el efecto de la temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) en la

capacitacion de los espermatozoides humanos.
Particulares:

e Determinar la concentracion de Ca?" intracelular en espermatozoides
incubados a temperatura ambiente del laboratorio contrastandola con los
gue fueron capacitados a 37 °C.
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e Evaluar el potencial de membrana de los espermatozoides capacitados a
temperatura ambiente del laboratorio y compararlos con los incubados a 37
°C

e Evaluar la alcalinidad del pH; de los espermatozoides capacitados
incubados a 37 °C y compararlo con los espermatozoides incubados a

temperatura ambiente del laboratorio.

e Estudiar la movilidad que presentan los espermatozoides capacitados a
temperatura ambiente del laboratorio y a 37 °C para analizar si existen

diferencias entre ambas temperaturas.

V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material y medios

El medio para espermatozoides humanos (HSM) se prepar6 con: 117.5 mM NacCl,
8.6 mM KCI, 2.5 mM CacCl,, 0.3 mM NaH;POy4, 0.49 mM MgCl,, 0.3 mM piruvato
sédico, 19 mM de lactato de sodio, 2 mM de glucosa, y 25 mM HEPES y se ajust6
a pH 7.6 con NaOH.

Medio de capacitacion: Se prepar6 igual que HSM pero con HEPES 15 mM, 25

Mm NaHCO;~ y 3 mg/ml de albimina sérica bovina ajustado a pH 7.6 con NaOH.

Percoll 75% y 50%: Ambos gradientes fueron amortiguados a pH 7.4 con HEPES
10 mMy NaCl 150 mM.

5.2 Purificacién de los espermatozoides

Las muestras de semen humano se obtuvieron de 11 donadores entre 22 y 30

afos de edad, con tres dias de abstinencia sexual. Los donadores firmaron una
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carta de consentimiento sobre el uso experimental de su muestra, autorizada por
la Comisién de Etica de la Facultad de Medicina de la UNAM, que a su vez sigue
los lineamientos de la convencion de Helsinki sobre el correcto manejo de

muestras provenientes de humanos.

Las caracteristicas de seleccibn se tomaron de acuerdo al protocolo de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y se utilizaron las muestras con las
siguientes caracteristicas de normalidad: color de semen blanco opalescente,
volumen de 2-6 ml, densidad espermatica = 20 x 10°; movilidad > 50% (WHO,
2010). Ver anexo A. La muestra de semen se incubo por 40 minutos a 37°C para

reducir su viscosidad.

Con el objetivo de obtener los espermatozoides vivos de la muestra, se realiz6 la
separacion de los espermatozoides del plasma seminal mediante gradientes de
percoll. El semen se colocé sobre un gradiente de 1ml de percoll al 75% y 1ml de
percoll al 50% y centrifugado a 3500 rpm durante 20 minutos en tubos conicos de
15 ml (Linares-Hernandez et al., 1988). La pastilla de espermatozoides se separd
y se lavé con medio HSM mediante centrifugacion a 3500 rpm por 5 minutos.
Después de haber obtenido la pastilla se realizaron las determinaciones de calcio
intracelular, potencial de membrana, pH;, y movilidad espermatica.

5.3 Determinacion de la [Ca?*]; con Fura-ff AM

Posterior a la Gltima centrifugacién de las muestras de semen (0.6-1.5 X 10°
células) se resuspendieron en 1 ml de medio HSM y se cargaron con 2 uM del
derivado acetoximetil éster de Fura-ff AM, durante 40 minutos a 37 °C. Este
derivado es permeable a las células y en este tiempo de incubacion se incorpora
al citoplasma, ahi las esterasas separan al acetoximetilo, haciendo al colorante
sensible al calcio. Después de los 40 minutos, se lavaron las células durante 5
minutos por centrifugacion a 3500 rpm con 5 ml de medio HSM, esto con la
finalidad de eliminar el Fura-ff AM no incorporado a la célula. Finalmente los
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espermatozoides se subdividieron e incubaron a una temperatura de 25-28 °Cy a
37 °C a los que se les adicion6 HSM y/o HSM para capacitacion, posteriormente
se realizaron las mediciones de la [Ca?']; en espermatozoides capacitados y no
capacitados a 0, 2y 4 h (Figura 4).

No capacitados (25-28°C) MNo capacitados (37 °C) Capacitados (25-28°C)  Capacitados (37 °C)

Oh 2h 4h Oh

Figura 4. Incubacién de los espermatozoides humanos. Se muestran los espermatozoides no capacitados y
capacitados a (25-28 °C) y a 37 °C a los cuales se les realiz6 mediciones de la [Ca?']; , potencial de
membrana, pH; y movilidad espermatica durante 0, 2y 4 h.

2h 4h Oh 2h 4h Oh 2h  4h

5.3.1 Calibraciéon de la [Ca?*];

Los registros de Ca”* se calibraron con la ecuacion descrita por Grynkiewicz et al.,
(1985) (Figura 5):

Con una Kd = 5.5 yM como se describe en Neri et al.,(2006).

| o EGTA +
Onoml'c'”a Triion X-100 Ecuacion de Grynkiewicz
[Ca?*]; = BKd [(r-rmin)/(rmax-r)]
o 1 340 nm
E £ B = F3gof/F3gob
o
L %
23 380 nm
[ < Fagof
F380b

3.5 4
8
& 30 ~——— rmax
S 25 ]
3
= 20
<
£ 15
3
o 1o 20S i

o =— rmin

Figura 5. Calibracion de la sefial de calcio. Después de terminar cada uno de los experimentos se calibro
como se muestra en la figura.
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5.4 Determinacion del potencial de membrana

La pastilla de espermatozoides que se obtuvo al eliminar el plasma seminal (1 x
10" espermatozoides) se subdividié y se les adicioné6 medio HSM y/o HSM para
capacitacion incubandolos a temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) y a
37 °C. En cada una de las mediciones de potencial de membrana se afiadi6
inmediatamente a la celda 2.5 ml de HSM + 0.5 pM de diSC3(5), previamente
calentada a 25-28 °C o0 a 37 °C bajo agitacion magnética constante y se realizaron
las mediciones correspondientes con los espermatozoides capacitados y no
capacitados a temperatura ambiente del laboratorio 25-28 °C y a 37 °C en el
fluorémetro PTI (Tecnologia de Foton Internacional) a 0, 2 y 4 h como se muestra

en la Figura 4.

El fluorbmetro en donde se realizaron las mediciones de la [Ca?*];, potencial de
membrana y pH; tiene dos fotomultiplicadores colocados a 90° con respecto a la
fuente de la lampara de Xenon (Figura 6). Un fotomultiplicador detecta la sefial de
Fura-ff AM, con un filtro de 488 nm (Andover), excitando a 340/380 con el
monocromador de excitacion del sistema PTI. El otro fotomultiplicador detecta la
fluorescencia del diSC3(5) a 670 nm, excitado a 600 nm con una lampara de helio
colocada adelante de la fuente de xendén. Tanto las longitudes de onda de
excitacibn como emisién para diSC3(5) se lograran con filtros Opticos de
interferencia (Andover). En las determinaciones de pH; los fotomultiplicadores
detectan la sefial de la sonda fluorescente BCECF-AM, con un filtro de 550 nm
(Andover), excitando a 500/440 con el monocromador del sistema PTI. Los datos

adquiridos se digitalizaron a 0.83 Hz con la interfase PTI.

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

Iampara
de Xe disparador

monocromador [ g

excitaciéon a CI
340/380 nm

emision emision

fuente de poder

ude 670 nm > de 488 nm I_

-1 excitaciéon \ -2

a 600 nm

celda

de haluro

convertidor
A/ D

vvv

procesamiento
de la informaciéon

Figura 6. Representacion esquematica del sistema 6ptico para las mediciones de la [Ca*]; y de potencial de
membrana. Se ilustra la posicién del monocromador con respecto a la celda y a la fuente de xendén. La
lampara adicional se encuentra en la ventana de excitacién del monocromador y en angulo recto a los filtros
de emision. El sistema de agitacion se adapt6 en la parte inferior de la celda, la cual cuenta con un termo-
estabilizador incluido en el equipo (Espectrofluérometro PTI) (Tomado de Torres Flores, 2011).

5.4.1 Calibraciéon del potencial de membrana

La fluorescencia se calibr6 como previamente se reportd en Linares y
colaboradores 1988, con algunas modificaciones. Al final de cada trazo se afiadio
1.5 mM de valinomicina; un ion6foro selectivo a potasio (Figura 7), que se agregoé
para fijar el potencial de membrana al potencial de equilibrio de potasio (Ey),
calculado con la ecuacion de Nernst (Ex —61.54 mV log [K]in/[K]ex). Teniendo en
cuenta que la concentracion del potasio intracelular ([K]) en el espermatozoide
humano es de 120 mM (Linares-Hernandez et al., 1988). A una temperatura de 37
°C, la Ek para las poblaciones de espermatozoides humanos en HSM (Keyx 8.6
mM) es de —71 mV (Gonzélez-Martinez, 2003). Un minuto después de la
valinomicina se despolarizé con adiciones consecutivas de 15, 15, y 30 mM KCI
con 30 segundos entre cada una, a valores de -43 -30 y -15 mV, respectivamente
(Figura 7). Esta despolarizacién simultdneamente aumentd la fluorescencia de
diSC;(5). Con una relacion lineal entre la fraccion del cambio de la fluorescencia
del diSC;5(5) (F= F-Fo/Fo F, donde Fo es el valor de la fluorescencia obtenido
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sobre la adicién de valinomicina y F es el valor verdadero de la fluorescencia) y el
potencial de membrana (Waggoner, 1979) (0.018-0.025 de cambio fraccionario de
fluorescencia por mV). Tomando en cuenta los parametros de la calibracion, los
valores verdaderos de la fluorescencia se transformaron en los valores de

potencial de membrana segun la Ecuacion:
Vm = F/mFo -1/m- b/m

Donde m y b son los pardmetros de la curva lineal de la calibracién, es decir la
pendiente y el valor del eje Y (el cambio fraccionario de la fluorescencia) en 0 mV,
respectivamente. Estos parametros se obtuvieron de los datos de la calibracién
utilizando el software Origin version 6.0. Se realizé una curva de calibracion para
cada uno de los trazos utilizando los pasos de la calibracion descrita arriba; la
relacion lineal se mantiene hasta +5 mV. El potencial mitocondrial no contribuye a
la sefial del diSC3(5) en el espermatozoide de humano, ya que en la mayoria de
las incubaciones con CCCP (0.4 mM) y cianuro (1 mM) no se afecta la
fluorescencia (Guzman-Grenfell et al., 2000). Lo anterior es consecuente con el
papel secundario de este organelo en la movilidad del espermatozoide humano
(Makler et al., 1992). Asi, las medidas simultdneas de potencial de membrana se

realizaron en ausencia de inhibidores mitocondriales o desacopladores.

P4

Flouresencia
(600 nm)

Figura 7. Calibracion del potencial de membrana. Al final de cada trazo se afiadié 1.5 uM de valinomicina, se
agreg0 para fijar el potencial de membrana al potencial de equilibrio de potasio (Ex). Teniendo en cuenta que
la concentracion del potasio intracelular ([K]i) en el espermatozoide humano es de 120 mM a una temperatura
37 °C, la Ex para las poblaciones de espermatozoides humanos en HSM (Kex 8.6 mM) es de =71 mV. Un
minuto después de la valinomicina se despolarizé con adiciones consecutivas de 15, 15, y 30 mM KCI con
30’s entre cada una, a valores de -43 -30 y -15 mV, respectivamente.
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5.5 Determinacion de pH;

Las células se cargaron con la sonda fluorescente BCECF-AM (1 pM durante 30
minutos). Las células cargadas y divididas (Figura 5), se centrifugaron y fueron
afadidas a la celda de fluorescencia. La fluorescencia se detectdé a 550 nm,
excitando alternadamente a 500 nm y a 440 nm (longitudes de onda insensibles al
pH).

Para calibrar la sefal, se permeabilizaron las células con 0.1% Triton X-100. Esta
permeabilizacién debera aumentar el valor de R (fluorescencia a 550 nm y su
excitacion a 500 nm dividida entre 440 nm: 500/440) a un valor correspondiente al
pH del medio HSM, esto es pH 7.6 (Figura 8a 'y 8b).

Posteriormente, se acidifico a tres valores diferentes mediante adiciones de HCI al
0.3 % (10 pL) (Figuras 8a y 8b) y se comparard los valores de R con los pH
medidos con un electrodo normal de pH en cada administracién (Figura 8c),
consistentemente los valores de R en funcion del pH muestran una curva
sigmoide. Los datos obtenidos se analizaron con el software del PTI para convertir
los valores de R a valores de pH; (Figura 8d).

TRITOMN-100  HCI 1

Relacion 5001439

fluorescencia

pH

relacion 500/439
T
vl
iy
pHi
g

Figura 8. Calibracién de la sefial de pH;. A-B. Se permeabilizaron las células con 0.1 % Triton X-100. Esta
permeabilizacion aumentd el valor de R (fluorescencia a 550 nm y su excitacion a 500 nm dividida entre 440
nm: 500/440) a un valor correspondiente al pH del medio HSM, esto es pH 7.6, posteriormente se acidificé a
tres valores diferentes mediante adiciones de HCI (10 pL) al 0.3%. C. Se compararon los valores de R con los
pH medidos con un electrodo normal de pH en cada administracion, consistentemente los valores de R en
funcién del pH muestra una curva sigmoide. D. Los datos obtenidos se analizaron con el software del PTI para
convertir los valores de R a valores de pH; (Tomado de Neri, 2007).
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5.6 Ensayos de movilidad

Existen diversos métodos cuantitativos y cualitativos sobre el estudio y andlisis de
la movilidad espermatica. En estos métodos se evalla el porcentaje de
espermatozoides moviles, asi como el tipo de movimiento que presenta la media
de una poblacion espermética. Estas medidas ofrecen una descripcion general de
la movilidad espermatica, pero la exactitud y precisién estan limitadas por las
condiciones del sistema de medida utilizado y por la destreza del observador.

Sin embargo, la creacion de los sistemas informatizados de imagenes abrié un
nuevo campo en el estudio de la movilidad de los espermatozoides. Estos
sistemas, denominados CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), han
automatizado y simplificado el proceso convirtiéndose en una valiosa herramienta
en la evaluacion de la calidad del semen (Verstegen et al., 2002). Ya que permite
tener una clasificacién objetiva de los pardmetros de movilidad de una poblacion
espermatica utilizando imagenes digitales mediante valores determinados para
cada espermatozoide considerando la velocidad del movimiento y la frecuencia del
cambio en la direccion de la cabeza (Ostermeier et al., 2001).

Con la finalidad de hacer una evaluacion objetiva de la movilidad espermatica se
utilizo el sistema de analisis automatizado de movilidad espermatica (CASA) de la
marca Hamilton-Thorn. Después de pasarlos por el gradiente de percoll, la
movilidad de los espermatozoides se determiné en funcion del tiempo. Se
evaluaron 20 campos a 60 Hz en campo oscuro, capturandolos con un objetivo
20x a 25-28 °C y a 37 °C. En cada tratamiento se cuantificaron entre 2000-3000
espermatozoides. Se determinaron los parametros cinéticos del espermatozoide
durante su desplazamiento (Figura 9). Las definiciones de cada uno de estos

parametros se encuentran descritas en el anexo B.
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VCL: Velocidad curvilinea

VSL: Velocidad rectilinea

VAP: Velocidad de la trayectoria media
LIN: Linealidad

STR: Rectitud de la trayectoria media
ALH: Amplitud de desplazamiento lateral

BCF: Frecuencia de batido

Figura 9. Representacion esquematica de los parametros cinéticos muestreados por el CASA. (Tomado de
Owen y Katz, 1993).

El porcentaje de células hiperactivadas en este estudio fue evaluado mediante los
criterios estandar para identificar la hiperactivacion como lo establece Mortimer y
Mortimer (1990), donde los espermatozoides presentan las siguientes medidas
cinéticas: VCL > 100 micras/s, LIN < 60% y ALH =5 micras.

Las medidas cinéticas de los espermatozoides en el sistema CASA estan basadas
en las sucesivas posiciones del centroide de la cabeza espermatica a través del
tiempo. La geometria de las trayectorias determina las velocidades y los patrones
de movimiento (Mortimer et al., 2000).

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

28


http://www.novapdf.com/

El sistema CASA realiza la digitalizacién de las imagenes espermaticas a partir de
un campo microscopico, mediante la identificacion de cabezas espermaticas en
base a su tamafo, forma y luminosidad. Una vez identificadas, las posiciones
sucesivas de las mismas permitiran el andlisis de las trayectorias generadas. Los
componentes comunes de los instrumentos CASA son una cdmara de video, una
computadora y un microscopio. Los programas informaticos que utiliza son para
identificar y para seguir a todos los espermatozoides en las imagenes de video y
para realizar los calculos de los datos (Boyers et al., 1989).
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Figura 10. Digitalizacion de la imagen de la cabeza del espermatozoide. A. La imagen de un espermatozoide
con elementos de la foto sobrepuestos (pixeles) que son usados para realizar el de la imagen de video B. Es
como la computadora registra la cabeza del espermatozoide (Tomado de Mortimer 2000).

5.7 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se expresaron como medias + error estandar (ES). Se aplicé
un analisis de T-Student, donde los valores con una probabilidad <0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. El andlisis de los datos se realizé con

el software SigmaPlot, version 11.
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VI. RESULTADOS

A continuacién se presentan los resultados de cada una de las mediciones

realizadas a los espermatozoides humanos.

6.1 Efecto de la temperatura sobre el incremento de la [Ca?*];
inducido con progesterona

A los espermatozoides capacitados a 37 °C y a temperatura ambiente del
laboratorio se les agreg6é 4 uM de progesterona un minuto después de haberlos
colocado en la celda y bajo agitacion magnética constante. Los trazos
representativos de las determinaciones sobre la [Ca*']i se muestran en la Figura
11.

P —0h
] v ——2h 25.28°C
- —__4h25.28°C

4 —2h 37°C
—4h 37°C

[Ca*];, UM

Figura 11. Efecto de la incubacion (0, 2, 4 h) a diferente temperatura (25-28 °C y 37 °C) sobre el incremento
de la [Ca?*]i en espermatozoides no capacitados y capacitados inducido con 4 uM de Progesterona. n=4

Las mediciones realizadas sobre la [Ca®']; en espermatozoides incubados en un

medio con la ausencia de bicarbonato y de albumina al adicionar progesterona
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mostré niveles bajos en la [Ca®] (testigo-trazo negro) alcanzando una
concentracion intracelular de 1.2 uM.

Por otra parte los espermatozoides capacitados a 37 °C en un periodo de 2 h

2+]i

tuvieron un incremento en la [Ca”’]i de 1.5 uM; los espermatozoides capacitados a

temperatura ambiente del laboratorio durante 2 h tuvieron un incremento 1.6 pM.

En un periodo de 4 h de incubacidon los espermatozoides a una temperatura de
37°C (trazo café) al inducirlos con 4 um de progesterona se observo una elevaciéon

>, de 4.69 pM; que decae durante los siguientes 15 a 20

rapida de la [Ca
segundos disminuyendo su amplitud y cinética; mientras que los espermatozoides
capacitados e incubados durante 4 h a temperatura ambiente del laboratorio 25-28
°C (trazo verde) cuando se les agregd progesterona tuvieron un incremento de
4.21 uM en la [Ca?']; y posteriormente fue disminuyendo en los siguientes 15 a 20

segundos.

Tanto los espermatozoides incubados durante 2 y 4 h a 37 °C y a temperatura
ambiente del laboratorio (25-28 °C) mostraron diferencias significativas con
respecto al testigo (Figura 12), los resultados obtenidos sobre los
espermatozoides incubados en medio HSM de capacitacion en un lapso de 0 h en
la [Ca?']; fue de 0.59 + 0.19, los espermatozoides capacitados a 37 °C durante 2 h
tuvieron un incremento de 2.34 + 0.75, en un periodo de 4 h de incubacién a
temperatura ambiente del laboratorio fue de 4.21 + 0.40; mientras que a una
incubacion a una temperatura de 37 °C en un periodo de 2 h la [Ca?']; fue de 2.58
+ 3.51, con una incubacién de 4 h a 37 °C la [Ca®*]; fue de 4.69 + 0.49. Sin
embargo, no se observo diferencia significativa entre los espermatozoides
incubados a 37 °C y a temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C); aunque si
se observo diferencia significativa dentro de cada tratamiento (Figura 12.
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Figura 12. Efecto de la temperatura sobre el A [Ca®"]i en espermatozoides humanos capacitados. (A= [Ca®"];
en el pico menos la [Ca®"]; basal. El dato del Ca®* basal se tomd justo antes de la estimulacién con la
Progesterona) expresado con la media + ES de una n= 4. Los asteriscos (*) muestran diferencias significativas
(P<0.05) entre los diferentes tratamientos en comparacion con su correspondiente testigo.

6.2 Efecto de latemperatura sobre el potencial de membrana de
los espermatozoides humanos capacitados.

La figura 13 muestra las mediciones realizadas del potencial de membrana (pM)
en los espermatozoides incubados a diferentes temperaturas. Al adicionar 4 uM de
progesterona en espermatozoides no capacitados (testigo-trazo negro) se observé
una despolarizacion transitoria seguida de una hiperpolarizacion de la membrana
(-50 = 1.74); por otra parte los espermatozoides incubados durante 2 h a 37 °C
(trazo azul) cuando se le agrego progesterona ocurrié una hiperpolarizacién de la
membrana (-49.00 £ 1.6), en cambio a temperatura ambiente del laboratorio con
una incubacion de 2 h (trazo rojo) ocurrié una despolarizacién en la membrana de

los espermatozoides (-50.07 + 1.48).

Mientras que a los espermatozoides capacitados a 37 °C durante 4 h (trazo verde)
después de inducirlos con 4 uM de progesterona se observd una hiperpolarizacion
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del pM llegando a -50 = 1.21 mV, y en los espermatozoides capacitados e
incubados a temperatura ambiente del laboratorio 25-28 °C (trazo café) cuando se
les agreg6 progesterona la hiperpolarizacion del pM llegé a -49.25 + 2.23 mV
(Figura 13 B). No se observé diferencia significativa en ningun tratamiento antes

de la adicién de progesterona (Figura 13 A).
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Figura 13. Efecto de la temperatura sobre el potencial de membrana en espermatozoides capacitados y no
capacitados en un periodo de 0, 2 y 4 h. A. Media = ES de una n=7 individuos del potencial de membrana en
espermatozoides incubados a 0, 2 y 4 h. Este dato fue tomado antes de la adicion de progesterona. B. Trazos
que representan el efecto de la temperatura (37 °C y 25-28 °C) sobre el potencial de membrana en
espermatozoides de humano.
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6.3 Efecto de latemperatura sobre el pH; en espermatozoides
humanos capacitados.

Los cambios de pH; son muy importantes en la fisiologia de todas las células ya
gue modulan multiples enzimas y canales iénicos, y el espermatozoide no es la
excepcion. Por lo anterior, se nos hizo importante medir el pH; en los
espermatozoides y determinar si con la incubacion a diferentes temperaturas (25-
28 °C y 37 °C) y a diferentes tiempos (0, 2 y 4 h) se observaba un cambio en el
pHi, asi como, descartar que la progesterona tiene un efecto sobre el pH;, por si
mismo, y que el efecto que se observa en el incremento del calcio se debiera a
este cambio. La figura 14 muestra los trazos representativos del pH;, donde se
puede apreciar el pH; basal de los espermatozoides capacitados antes y después
de la adicidon de la progesterona incubados a temperatura ambiente del laboratorio
(25-28°C)ya 37 °Cenunlapsode0, 2,y 4 h.

P4 () h 25 -28 °C

2 h 25 - 28 °C
4h26-28°C
7.25 4 —— 2 h 37 °C
l . 4h37°C
7.00
= =3 |
o
6.75
6.50 -

20°'s

Figura 14. Efecto de la incubacion de 0, 2, y 4 h a diferente temperatura (25-28 °C y 37 °C) sobre el pHi en
espermatozoides capacitados y estimulados con 4 uM de progesterona. Trazos representativos de una n= 5.
La incubacién de los espermatozoides en diferentes temperaturas muestra pH; basal, aunque no presenta
diferencia significativa.

En estas mediciones los espermatozoides testigo (0O h) a una temperatura
ambiente del laboratorio (25-28 °C) tuvieron un pH; de 6.82 = 0.013, los
espermatozoides capacitados a 37 °C durante 2 h tuvieron un pH; de 6.85 £ 0.01,
mientras que los espermatozoides capacitados e incubados a temperatura
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ambiente 25-28 °C en un tiempo de incubacion de 2 h fue de 6.82 + 0.02. Las
poblaciones de espermatozoides con un tratamiento de 4 h a una temperatura de
37 °C tuvieron un pH; de 6.92 £+ 0.04, a temperatura ambiente del laboratorio (25-
28 °C) en pH; de los espermatozoides capacitados fue de 6.85 = 0.03. En estas
condiciones no se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos, asi
mismo, tampoco la adicion de 4 uM de progesterona causo un cambio en el pH; en
los espermatozoides humanos capacitados (Figura 15).
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Figura 15. pH; en espermatozoides capacitados a temperatura ambiente y a 37 °C en un periodo de
incubacion de 0, 2, y 4 h. Media = ES de una n=5 del pH;. No se mostraron diferencias significativas entre
ningun tratamiento.

6.4 Efecto de la temperatura sobre la movilidad de los
espermatozoides humanos.

Los resultados que se obtuvieron en los experimentos realizados con el sistema
computarizado CASA se muestran a continuacién; cada una de las gréficas
simboliza las mediciones en los espermatozoides capacitados a temperatura

ambiente del laboratorio (25 — 28 °C) y a 37 °C durante un lapso de 0, 2y 4 h.

El promedio de la velocidad curvilinea (VCL) de los espermatozoides en el testigo
(0 h) en este experimento fue de 98.57 £ 5.65 pm/s. Los espermatozoides
incubados en un medio HSM de capacitacibn a temperatura ambiente del
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laboratorio (25 - 28 °C) en un periodo de 2 h fue de 104.8 £ 6.35 um/s, por otra
parte los espermatozoides incubados durante 4 h a temperatura ambiente
presentaron una movilidad de 85.6 £ 4.20 um/s. Los espermatozoides incubados a
una temperatura de 37 °C presentaron una movilidad ligeramente superior que a
temperatura ambiente del laboratorio en un periodo de incubacion de 2 h con un
promedio de 105.32 + 2.86 um/s y en un tiempo de incubacién de 4 h a una
temperatura de 37 °C la velocidad curvilinea en los espermatozoides capacitados
fue de 103.9 + 3.34 um/s, estos valores se encuentran representados en la Figura
16.

Donde se puede observar que en un periodo de incubacién de 2 h a temperatura
ambiente tuvo diferencias significativas con el grupo de espermatozoides
incubados durante 4 h a 28 °C, por otra parte a 2 h a una temperatura de 37 °C
con 4 h a temperatura ambiente, finalmente los incubados a temperatura ambiente
de 4 h tuvieron diferencia estadistica con los incubados a 37 °C
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Figura 16. Efecto de la temperatura sobre la velocidad curvilinea de los espermatozoides capacitados. La
grafica representa la medias + ES de una de n=4. Los espermatozoides incubados a 0 h (testigo) se
encuentran en la primera barra de la gréfica, la segunda y tercera barra representan la incubacion de
espermatozoides durante 2 h a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C respectivamente, cuarta y quinta
barra representan los espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C durante una
incubacién de 4 h. Los asteriscos (*) muestran diferencias significativas (P<0.05) entre los diferentes

tratamientos.
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Al evaluar la velocidad rectilinea (VSL) en los espermatozoides humanos
incubados durante 0 h (testigo) se obtuvo un promedio de 57.65 = 7.25 um/s; en
un medio adicionado con albumina y bicarbonato (HSM capacitacion) con un
tiempo de incubacion de 2 y 4 h a temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C)
el promedio fue de 44.92 + 1.76 um/s y de 36.52 + 1.72 um/s respectivamente. En
los espermatozoides capacitados a una temperatura de 37 °C se obtuvo una
velocidad rectilinea en los espermatozoides de 52.5 + 5.07 um/s a las 2 h y
finalmente en las mediciones realizadas a 4 h en los espermatozoides el promedio
fue de 54.8 £ 5.43 um/s (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de la temperatura sobre la velocidad rectilinea en los espermatozoides capacitados. La
grafica representa la medias + ES de una de n=4. La primera barra representa a los espermatozoides
incubados a 0 h (testigo), las siguientes dos barras representan la incubacion de espermatozoides durante 2 h
a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C respectivamente, los espermatozoides incubados a temperatura
ambiente 25-28 °C y a 37 °C durante 4 h se representan en las 2 Gltimas barras de la grafica. Los asteriscos
(*) muestran diferencias significativas (P<0.05) entre los diferentes tratamientos.

La figura 18 representa los resultados obtenidos del promedio de la velocidad de
la trayectoria media (VAP). En los espermatozoides humanos incubados a 0 h (

testigo) la trayectoria media fue de 61.72 £ 6.63 pum/s. A temperatura ambiente
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(25-28 °C) con una incubacion de 2 h la media fue de 57.75 £ 2.02 pm/s,
posteriormente a las 4 h a temperatura ambiente el promedio fue de 47.67 £ 2.00
pm/s, mientras que a 37 °C hubo un incremento de la velocidad a 2 h al
compararlo con los espermatozoides incubados a temperatura ambiente con un
valor de 62.57 + 4.07 um/s, a 4 h también hubo un ligero aumento al compararlos
con los de temperatura ambiente con los de 37 °C con un promedio de 63.1 + 4.20

pm/s. Observandose diferencia significativa entre 2 y 4 h incubados a 37 °C.
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Figura 18. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de la trayectoria media en espermatozoides humanos
capacitados. La gréfica representa la medias + ES de una de n=4. En la primera barras de la grafica se
muestran los promedios de los espermatozoides incubados a 0 h (testigo), seguidos de los espermatozoides
incubados durante 2 h a temperatura ambiente 25-28 °C, la siguiente barra representa incubacion a 37 °C
durante 2 h, finalmente las Ultimas dos barras se encuentra el promedio de la incubaciéon a temperatura
ambiente 25-28 °C y a 37 °C durante 4 h. El asterisco (*) muestra diferencia significativa (P<0.05) entre los
espermatozoides incubados 2 0 4 h a 37 °C.

La linealidad (LIN) de los espermatozoides incubados en este experimento se
encuentra en la Figura 20, en la cual se puede observar que en el testigo (0 h) el
promedio fue de 58.5 + 3.96 %, a 2 h los espermatozoides capacitados a

temperatura ambiente tuvieron una linealidad de 43.75 + 3.35 por otra parte en los
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espermatozoides incubados a 37 °C durante 2 h la linealidad fue de 48.5 + 4.73 %.
A las 4 h de incubacion el valor fue mayor en los espermatozoides capacitados a
una temperatura de 37 °C con un valor de 50.25 * 4.87 %, los espermatozoides a
una temperatura ambiente incubados a 4 h tuvieron una linealidad de 42.25 + 2.59
% este valor fue menor que en los espermatozoides incubados a 37 °C. La
linealidad de los espermatozoides incubados durante O h presentaron diferencia
estadistica con los incubados a2 y 4 h a 25-28 °C.
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Figura 19. Efecto de la temperatura sobre la linealidad en espermatozoides capacitados. La grafica
representa la medias + ES de una de n=4. Los espermatozoides incubados a 0 h (testigo) se muestran en la
primera barra, la segunda y tercera barra representan la incubacion de espermatozoides durante 2 h a
temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C respectivamente, los espermatozoides incubados a temperatura
ambiente 25-28 °C y a 37 °C durante 4 h son representados en las dos ultimas barras. Los asteriscos (*)
muestran diferencias significativas (P<0.05) entre el testigo y los espermatozoides incubados a temperatura
ambiente.

El promedio de los valores sobre la rectitud de la trayectoria media (STR) en los
espermatozoides estan representados en la figura 21 en un periodo de 0 h
(testigo) se obtuvo un promedio de 84.5 + 3.1 %, las mediciones realizadas en un
periodo de 2 h a temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) fue de 75.75 +
2.49 %, a una temperatura de 37 °C el promedio realizado en las mediciones de 2
h fue de 79 £ 3.58 %. Posteriormente en los espermatozoides incubados durante 4
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h a temperatura ambiente el promedio fue 72.25 + 1.93 %, mientras que en los
espermatozoides capacitados a 37 °C a 4 h después de su incubacion se obtuvo
un promedio de 80.75 * 3.94 %. Presentando diferencia estadistica en los
espermatozoides incubados a 0 h con los incubados a 4 h a temperatura ambiente
(Figura 20).
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Figura 20. Efecto de la temperatura sobre la rectitud de la trayectoria media en espermatozoides humanos
capacitados. La gréfica representa la medias + ES de una de n=4. EIl promedio de la incubaciéon a 0 h
(testigo) se encuentra en la primera barra, la segunda y tercera representan la incubacion durante 2 h a
temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C respectivamente, la incubacion en un lapso de 4 h a temperatura
ambiente 25-28 °C y 37 °C se encuentra representada en las 2 Ultimas barras de la gréafica. El asterisco (*)
muestra diferencia significativa (P<0.05) entre los espermatozoides incubados 4 h a temperatura ambiente
con el testigo.

El promedio de la amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza del
espermatozoide (ALH) con respecto al testigo (0 h) fue de 4.07 £ 0.28 um, a 37 °C
con una incubacién en un lapso de 2 h fue de 4.9 + 0.20 um, por otra parte a
temperatura ambiente con una incubacion de 2 h el promedio fue de 4.6 £ 0.41
pm, finalmente a 4 h a una temperatura de 37 °C el promedio de los resultados
obtenidos fue de 4.85 £ 0.27 um mientras que a temperatura ambiente se redujo
ligeramente el promedio sobre la amplitud de desplazamiento lateral de los
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espermatozoides humanos incubados con un valor de 4.65 = 0.32 pum como se
muestra en la figura 21. No se observaron diferencias significativas.

ALH (pm )

Oh 2h/25-28°C 2h/37°C 4h /25-28°C 4h [3T°C
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Figura 21. Efecto de la temperatura sobre la amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza de los
espermatozoides humanos capacitados. La grafica representa la medias + ES de una de n=4. La primera
barra en la gréafica simboliza a los espermatozoides incubados a 0 h (testigo), la incubacién en un lapso de 2 h
en espermatozoides humanos incubados a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C se representa en la
segunda y tercera barra, los espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C durante
4 h se muestran en las dos Ultimas barras de la grafica.

El efecto de la temperatura sobre la frecuencia de batido flagelar de los
espermatozoides humanos (BCF) se encuentra representada en la figura 22; la
cual muestra que el testigo (0 h) en este experimento fue de 26.7 + 1.97 Hz. Por
otra parte a temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) los espermatozoides
humanos en un lapso de incubacién de 2 h la frecuencia de batido flagelar fue de
22.12 £ 0.52 Hz, posteriormente a las 4 h el promedio aumento ligeramente con un
valor de 22.52 + 0.68 Hz. Finalmente a 37 °C la frecuencia de batido flagelar fue
de 26.97 £ 0.96 Hz a las 2 h, mientras que a las 4 h con la misma temperatura el
promedio poblacional fue de 29.27 + 0.31 Hz.
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Estos cambios mostraron diferencia significativa sobre el batido flagelar de los
espermatozoides incubados a 2 h a temperatura ambiente con los incubados a
37°C por el mismo tiempo. Asi mismo, la incubacion de 2 h a 37 °C y a 4h a
temperatura ambiente presenta diferencia significativa. Con un tiempo de
incubacion durante 2 h a temperatura ambiente tuvieron diferencia significativa
con los incubados a 37 °C durante 4 h. Los espermatozoides incubados durante 4
h a temperatura ambiente tuvieron diferencia significativa con los incubados en

ese mismo tiempo a 37 °C.
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Figura 22. Efecto de la temperatura sobre la frecuencia de batido flagelar en espermatozoides humanos
capacitados. La grafica representa la medias + ES de una de n= 4. La primera barra representa a los
espermatozoides incubados a 0 h (testigo), la segunda y tercera barra representan la incubacion de
espermatozoides durante 2 h a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C respectivamente, cuarta y quinta
barra representan los espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C durante 4 h.
Los asteriscos (*) muestran diferencias significativas (P<0.05) entre los diferentes tratamientos.

En la figura 23 se encuentra esquematizado el efecto de la temperatura sobre la
movilidad total de los espermatozoides humanos, la primera barra de la gréafica
representa el testigo del experimento (0O h) el promedio fue de 92.25 = 1.65. Por
otra parte los espermatozoides humanos capacitados a temperatura ambiente
durante 2 h se obtuvo un promedio de 78.5 £ 4.97. Las mediciones realizadas a
una temperatura de 37 °C durante una incubacion de 2 h se obtuvo un promedio
de 80.5 £ 5.13 y un promedio de 80.75 + 4.04 en espermatozoides capacitados a

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) durante un periodo de incubacion
de 4 h y a una temperatura de 37 °C con 85.75 + 2.71 a 4 h de incubacién. Como

podemos observar no hubo diferencia significativa entre ningun tratamiento.

Figura 23. Efecto de la temperatura sobre la movilidad total de espermatozoides capacitados humanos. La
grafica representa la medias + ES de una de n=4. Los espermatozoides incubados a 0 h (testigo) se
encuentran en la primera barra, la segunda y tercera barra muestran la incubaciéon de espermatozoides
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durante 2 h a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C respectivamente, cuarta y quinta barra representan

los espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C en un lapso de 4 h.

El movimiento progresivo de los espermatozoides humanos en este experimento
mostro un promedio de 69.75 + 4.40 en el testigo (0O h). Posteriormente con un
tratamiento de 2 h a temperatura ambiente el promedio fue de 39 + 7.54, el
promedio de la incubacion en los espermatozoides humanos progresivos durante
4 h a temperatura ambiente fue de 35.75 + 4.09. A 37° C durante 2 h de
incubacion fue de 49 + 8.21 y finalmente la incubacion de los espermatozoides a
una temperatura de 37 °C en un periodo de 4 h fue de 54.25 + 8.03
espermatozoides progresivos (Figura 24).
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El movimiento progresivo de los espermatozoides con una incubacién de 0 h y de
2 h a temperatura ambiente tuvieron diferencia significativa. Los espermatozoides
incubados en un periodo de 0 h y los que fueron incubados durante 4 h a
temperatura ambiente tuvieron diferencia significativa en el movimiento progresivo
(Figura 24).
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Figura 24. Efecto de la temperatura sobre el movimiento progresivo en espermatozoides humanos
capacitados. La gréafica representa la medias + ES de una de n=4. La primera barra representa a los
espermatozoides incubados a 0 h (testigo), la incubacion de espermatozoides durante 2 h a una temperatura
de 25-28 °C esta representada en la tercera barra, a 37 °C con incubacion de 2 h esta representada en la
tercera barra, cuarta y quinta barra representan los espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25-
28 °C y a 37 °C durante 4 h. Los asteriscos (*) muestran diferencias significativas (P<0.05) entre los diferentes
tratamientos.

El area que recorrieron los espermatozoides en este experimento en el testigo (0
h) fue de 3.72 £ 0.06 um2. El promedio de la incubacién durante 2 h a temperatura
ambiente del laboratorio (25-28 °C) fue de 3.65 + 0.25 um2. A las 4 h el promedio
del area que recorrieron los espermatozoides humanos fue de 3.42 + 0.04 umz, a
37 °C en un lapso de incubacién de 2 h fue de 3.55 £ 0.06 um? y finalmente a las 4
h de incubacion el promedio fue de 3.5 + 0.07 um2 como se muestra en la figura
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25. Se presento diferencia significativa en los espermatozoides capacitados en un
periodo de 0 h y a temperatura ambiente con una incubacion de 4 h.
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Figura 25. Efecto de la temperatura sobre el area que recorrieron los espermatozoides humanos capacitados.
La gréfica representa la medias + ES de una de n=4. La primera barra representa a los espermatozoides
incubados a 0 h (testigo), la incubacion de espermatozoides durante 2 h se encuentra representada en la
segunda y tercera barra a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C respectivamente, las ultimas 2 barras de
la gréfica representan los espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C durante 4
h. El asterisco (*) muestra diferencia significativa (P<0.05) entre los espermatozoides incubados 4 h a
temperatura ambiente con el testigo.

En la figura 26 se representan los promedios de la elongacion en los
espermatozoides humanos; en el testigo (0 h) se obtuvo un promedio de 71.25 *
2.86 %. A una temperatura de 37 °C con un tiempo de incubacion de 2 h fue de
71.75 £ 0.85 % y a 4 h con una temperatura de incubacion de 37 °C el promedio
fue de 73.75 £ 1.03 %. Mientras que a temperatura ambiente del laboratorio (25-28
°C) el promedio fue de 69.5 + 2.21 % alas 2 hy 68.5 + 1.55 % en la medicién
realizada a las 4 h. Se presenté diferencia significativa entre los espermatozoides
capacitados en un periodo de incubacién de 4 h a temperatura ambiente y a 37 °C

por el mismo tiempo.
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Figura 26. Efecto de la temperatura sobre la elongacion de los espermatozoides humanos capacitados. La
grafica representa la medias + ES de una de n=4. La primera barra representa a los espermatozoides
incubados a 0 h (testigo), la segunda y tercera barra representan la incubacion de espermatozoides durante 2
h a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C respectivamente, cuarta y quinta barra representan los
espermatozoides incubados a temperatura ambiente 25-28 °C y a 37 °C durante 4 h. El asterisco (*) muestra
diferencia significativa (P<0.05) entre los espermatozoides incubados 4 h a temperatura ambiente con los
incubados a 37 °C.
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Con la finalidad de comparar los resultados de los parametros cinematicos en los
espermatozoides incubados a 37 °C y a 25-28 °C durante 4 h se presenta la

siguiente tabla:

Tabla 1. Parametros cinematicos en espermatozoides capacitados a 37 °Cy a 25 - 28 °C durante 4 h

Pardmetros 37 °C 25-28 °C
VCL 103.9+3.34 85.6 £4.20
VSL 54.8 +5.43 36.52+1.72
VAP 63.1 +4.20 47.67 £ 2.00
LIN 50.25 £ 4.87 42.25 £ 2.59
STR 80.75 £ 3.94 72.25+1.93
ALH 4.85 £+ 0.27 4.65 £+ 0.32
BCF 29.27 £0.31 22.52 £ 0.68

Movilidad total 85.75+2.71 80.75 £ 4.04

Progresivos 54.25 + 8.03 37.75 £ 4.09
Area 3.5+0.07 3.42 + 0.04

Elongacion 73.75 £ 1.03 68.5 + 1.55

Tabla 1. Representa las medidas registradas por el sistema computarizado CASA en los experimentos
realizados a una temperatura de 37 °C y a temperatura ambiente en un periodo de incubacion de 4 h con
espermatozoides capacitados.
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VII. DISCUCION

Los resultados en este estudio mostraron que la temperatura ambiente del
laboratorio (25 - 28 °C) no presento un efecto sobre las poblaciones de
2+]_

I

espermatozoides capacitados in vitro en la [Ca potencial de membrana, pH;. y

la movilidad total no fue afectada.

David y colaboradores en 1972 encontraron que en la ovulacién de conejos, existe
una diferencia de temperatura entre el sitio del depdsito de los espermatozoides,
(mas frio) y el sitio de la fertilizacion (més caliente).

Estos descubrimientos plantearon la posibilidad de que la diferencia de
temperatura podria servir como sefial para guiar a los espermatozoides al sitio de
fecundacion. Posteriormente Bahat y colaboradores en 2003, demostraron que los
espermatozoides humanos y de conejo tienen la capacidad de detectar pequefas
diferencias de temperatura de 0.5° C o0 incluso temperaturas mas bajas y
responder a ella por termotaxis indicando que los espermatozoides capacitados

son termosensibles.

Este conjunto de hallazgos muestran que la temperatura es un factor que influye
sobre los procesos relacionados con la fertilizacién in vivo, debido a que tiene un

efecto modulador.

Sin embargo, en los experimentos que son realizados in vitro, los espermatozoides
humanos se incuban a 36 6 37 °C y son sometidos con frecuencia a las

variaciones de la temperatura ambiente del laboratorio durante su preparacion.

Simultaneamente existen diferencias entre los experimentos que son realizados in
vitro y lo que ocurre in vivo en el oviducto, esto se debe considerar para conocer
completamente estos procesos fundamentales y obtener informacion sobre las

respuestas fisioldgicas del espermatozoide mediante los canales idGnicos.
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La fertilizaciébn es un proceso complejo que necesita una serie de condiciones
entre ellas se encuentra la concentracion de Ca?*; que tiene un papel importante

en los espermatozoides de invertebrados y vertebrados (Yanagimachi, 1994).

Por lo tanto, la medicion de los canales i6nicos en particular los de Ca2z* es
fundamental. Ademas de la [Ca2*];, el potencial de membrana, el pH; y la movilidad
en los espermatozoides capacitados también son factores centrales en la actividad
y control de la fertilidad cuando se encuentran en el tracto reproductor femenino.

Los espermatozoides en este estudio fueron inducidos con progesterona para
simular las condiciones in vivo del tracto reproductor femenino. La progesterona in
Vivo se encuentra en altas concentraciones (micromolares) en el liquido folicular y
es sintetizada, antes y después de la ovulacién, por las células del cumulus

oophorus que rodean al ovocito (Meizel et al., 1997).

La exposicion de los espermatozoides capacitados a la progesterona, en dosis
micromolares, tanto in vivo como in vitro, estimula la sefializacion y provoca un
aumento inmediato en la [Ca®']; (dentro de segundos) (Bedu-Addo et al., 2005;
Publicover et al., 2007).

En este trabajo la [Ca2*]; en espermatozoides capacitados a 37 °C y a temperatura
ambiente del laboratorio (25 - 28 °C) muestran un incremento gradual, alcanzando

su maximo nivel de concentracién en un periodo de 4 h.

Estos valores indican que los espermatozoides humanos capacitados a
temperatura ambiente del laboratorio mantienen una concentracién intracelular
adecuada de Ca?* permitiendo la activacion de cinasas y segundos mensajeros;
gue son esenciales para la capacitacion, este flujo de calcio también esta
implicado con la permeabilidad de la membrana plasmatica.

Varios hallazgos en espermatozoides de distintas especies de mamiferos,
muestran que existe una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica cuando
estan capacitados, la cual es necesaria para que ocurra la reaccion acrosémica
(Lépez et al., 2014)
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Se ha demostrado que en los espermatozoides cuando se encuentran en el
epididimo, contienen grandes cantidades de colesterol en la membrana
plasmatica; que ayudan a estabilizarla (Yanagimachi, 1994). Un estudio realizado
con registros electrofisioldgicos revelé que la eliminaciéon del colesterol en la
membrana plasmatica de los espermatozoides capacitados por medio de la
albumina permite que sea mas fluida (Cross, 1998). Este aumento en la fluidez y
en el potencial de membrana, es descrito como hiperpolarizacion (Brewis et al.,
2001).

Los resultados obtenidos en esta investigacion respecto al potencial de membrana
en los espermatozoides capacitados a temperatura ambiente del laboratorio (25 -
28 ° C) muestran una hiperpolarizacion en la membrana plasméatica semejante con
los espermatozoides incubados a 37 °C. Por lo tanto, la temperatura ambiente no
afecta la hiperpolarizaciéon y la fluidez de la membrana. Ademas de la
hiperpolarizacion en la membrana plasmatica, la capacitacion espermética
también esta relacionada con una ligera alcalinizacion de pH; en los

espermatozoides.

La regulacion intracelular del pH; es esencial para la funcién celular (Nishigaki et
al., 20014). En la mayoria de las especies, los espermatozoides inmoviles se
almacenan en el testiculo (epididimo en caso de lo mamiferos). En general se cree
gue en este estado de reposo el espermatozoide se mantiene por la acidificaciéon
del pHi, ya que las ATPasas de dineina que son proteinas motoras que generan el
latido flagelar, son altamente dependientes de pH (Giroux et al., 1991).

Cabe mencionar, que en espermatozoides capacitados la eliminaciéon de varios
trasportadores y enzimas que son dependientes del pH; o de alguna manera
relacionados con la regulaciéon de este provocan infertilidad. Por lo tanto, es claro
que la regulacion del pH; también es de suma importancia para la fisiologia

espermatica.
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Bajo las condiciones realizadas en este experimento el pH;de los espermatozoides
capacitados, a temperatura ambiente del laboratorio (25-28 °C) y 37 °C en un
periodo de 4 h fue similar. Lo que indica que la temperatura ambiente no afecta el
pH; de los espermatozoides capacitados, permitiendo la movilidad de estos.

La movilidad espermatica se encuentra asociada con la capacidad fertilizante, y es
esencial para el transporte de los espermatozoides a través del tracto genital
femenino (Verstegen et al., 2002).

Existen caracteristicas de movilidad especificas de cada especie, pero parece ser
gue existen elementos comunes en la movilidad hiperactiva de los
espermatozoides. Este tipo de movilidad ha sido observada en el lugar y momento
de la fecundacién y parece, por tanto, ser esencial para que ésta se lleve a cabo
con éxito (Suarez y Ho, 2003).

Observaciones experimentales indican que una de las funciones fisiol6gicas de la
hiperactivacion, es la de mantener un movimiento progresivo en los fluidos
VisCcosos que se encuentran en el tracto genital femenino, como el moco cervical.
También es importante, ya que al espermatozoide le facilita la penetracion de la
matriz extracelular de las células de la ZP (Guerrero et al., 2011).

Asimismo, la movilidad también es un pardmetro importante para evaluar la

capacidad fertilizante de los espermatozoides.

El uso del CASA en este trabajo nos ha permitido establecer con mas detalle el
efecto de la temperatura ambiente en diferentes componentes de movimiento de
los espermatozoides humanos, mas alla del analisis dado por las determinaciones

visuales normalmente realizadas en las clinicas.

En este experimento la temperatura ambiente influyd en la velocidad curvilinea
(VCL) de los espermatozoides, provocando que los espermatozoides no
recorrieran la misma distancia que los que fueron incubados a 37 °C al realizar la

observacion en el CASA.
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La velocidad rectilinea (VSL) en los espermatozoides humanos incubados a 37 °C
en un periodo de 4 h fue superior, esto indica que la distancia en linea recta
recorrida entre el primer y el Ultimo punto de la trayectoria del espermatozoide fue
afectada por la temperatura ambiente.

Los resultados obtenidos de la velocidad de la trayectoria media (VAP), muestran
gue la distancia y direccibn promedio que el espermatozoide ha viajado en el
periodo de observacion fue perturbada por la temperatura de incubacion. Los
espermatozoides capacitados a 37 °C tuvieron mayor velocidad de la trayectoria

media.

Se ha encontrado que los espermatozoides que presentan movilidad lineal tienen
mucho mas fuerza que los espermatozoides hiperactivos, Esta fuerza puede estar
relacionada con el trabajo que el espermatozoide realiza en el micro-ambiente,
generando mas fuerza en el patrén de movimiento flagelar asociado a la region del

cumulus que es altamente viscosa (Westphat et al., 1993).

La linealidad (LIN) que presentaron los espermatozoides incubados en este
experimento; tanto a temperatura ambiente como a 37 °C fue similar; esto indica

gue el movimiento que realizaban dentro de la trayectoria curvilinea era recto.

Los valores obtenidos sobre la rectitud de la trayectoria media (STR), en
espermatozoides incubados en un lapso de 4 h a 37 °C fueron equivalentes, por lo
gue ambas poblaciones de espermatozoides mantenian rectitud en el promedio de

la trayectoria que realizaron mediante el analisis.

Los datos adquiridos respecto al promedio de la amplitud de desplazamiento
lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH) fueron semejantes en ambas
poblaciones de espermatozoides, presentaban la misma amplitud de movimiento

lateral de la cabeza durante el recorrido que realizaban.

Los resultados obtenidos mediante la digitalizacion de las imagenes espermaticas

revelan que los espermatozoides progresivos, el area total y la movilidad total que
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recorrieron los espermatozoides capacitados a 37 °C y a temperatura ambiente no
fue afectada.

En conjunto, las variaciones antes mencionadas en los parametros cinematicos
(VCL, VSL, VAP) manifiestan que los espermatozoides capacitados a temperatura
ambiente no recorren la misma distancia, ademas de que la orientacion que llevan
se encuentra por debajo de los valores que se obtuvieron en los espermatozoides
incubados a 37 °C.

Lo que indica que los espermatozoides seguian moviéndose, recorriendo la misma
distancia y que ambas poblaciones mantenian un movimiento progresivo, pero que

la velocidad no era la misma con respecto a los incubados a 37 °C.

Los resultados obtenidos respecto a la velocidad de los espermatozoides
incubados a temperatura ambiente fue afectada, pero seria interesante realizar
estudios para determinar si esta deficiencia en la velocidad del movimiento afecta
a los espermatozoides al tratar de realizar la reaccion acrosémica, debido a que
aun existen muchas preguntas con respecto a la funcion fisiolégica de los canales
ibnicos y que todavia estan sin respuesta para entender cOmo estas células

fundamentales operan y lograr la fertilizacion.

La movilidad hiperactiva esta relacionada con la reproduccion, sin embargo, es
importante conocer mas a fondo como funciona la fisiologia del espermatozoide,
por lo que se propone que se realicen mediciones sobre la fosforilacion de la
proteina tirosina en espermatozoides humanos capacitados a temperatura

ambiente.

Finalmente los resultados de este experimento sugieren que los espermatozoides
humanos pueden ser capacitados e incubados a temperatura ambiente para evitar

los cambios de temperatura en las preparaciones in vitro.
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VIIl. CONCLUSIONES

> La[Ca®]i en los espermatozoides incubados por 2y 4 horas a temperatura
ambiente del laboratorio (25-28 °C) mostraron un comportamiento similar
con respecto a los espermatozoides capacitados a 37 °C.

» El potencial de reposo de los espermatozoides incubados a temperatura
ambiente del laboratorio y a 37 °C por 4 horas no afecté la despolarizacion

de la membrana en los espermatozoides humanos capacitados.

» El pH; de los espermatozoides incubados a temperatura ambiente del
laboratorio y a 37 °C no fue afectada por la incubacion a temperatura

ambiente.

» La movilidad de los espermatozoides humanos capacitados a temperatura
ambiente en los pardmetros VCL, VSL, VAP mostraron una velocidad
menor que los incubados a 37°C.

» La movilidad de los espermatozoides en cuanto a la trayectoria lineal, el
desplazamiento lateral de la cabeza, la movilidad total y el &rea que
recorrieron los espermatozoides no fue afectada por la temperatura
ambiente del laboratorio (25-28 °C).

» Los hallazgos en los resultados de los parametros evaluados muestran y
permiten validar la hipétesis de investigacion del presente trabajo al
comprobar que la incubacién a temperatura ambiente del laboratorio (25-28
°C) promueve de manera eficiente los mecanismos celulares implicados en
la capacitacibn espermatica como ocurre con los espermatozoides
incubados a 37 °C.
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IX. PERSPECTIVAS

e Realizar mediciones sobre la fosforilacion de la proteina tirosina a

temperatura ambiente.

e Analizar los efectos de la temperatura ambiente sobre la reaccidon

acrosomica.
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XI. ANEXOS

Anexo A

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha publicado sucesivas ediciones del
“Manual para el examen del semen Humano“ siendo el ultimo en el afio 2010.
Estos manuales sirven de guia en los laboratorios para evaluar la calidad seminal.
Los pardmetros analizados en este examen y sus valores de referencia son:

Licuefaccion 15-60 min.
Color Blanco-grisaceo
Volumen 2-6 ml
Viscosidad Homogénea

Ph 7-8

Concentracion >20x 108

espermatica

Movilidad espermaética >50%

Morfologia > 14% de espermatozoides
normales
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Anexo B

Principales valores cineméticos aportados por el sistema CASA para describir la trayectoria de un

espermatozoide (Mortimer, 2000).

Pardmetro Unidad Definicion
Velocidad curvilinea pm/seg Distancia que la cabeza del
(VCL) espermatozoide recorre en el periodo
de la observacion.
Velocidad Rectilinea pm/seg Distancia en linea recta entre el
(VSL) primer y el dltimo punto de la
trayectoria.
Velocidad de la pm/seg Distancia que el espermatozoide ha
trayectoria media (VAP) viajado en la direccién del movimiento
medio en el periodo de la
observacion.
Linearidad (LIN) % Indica la rectitud de la trayectoria
curvilinea. (VSL/VCL)*100%
Rectitud (STR) % Indica la rectitud de la trayectoria
media (VSL/VAP)*100%
Amplitud de la pm Anchura del movimiento lateral de la
dislocacion lateral de la cabeza del espermatozoide (Se
cabeza (ALH) calcula como la anchura total de la
trayectoria principal).
Frecuencia del aleteo Hz Indica el nimero de veces que la

flagelar (BCF)

velocidad curvilinea cruza la
trayectoria media.
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298, Tiulo: IMPORTAMCLA DE LA TEMPERATURA EN ESPERMATOZOIDES HUMAMDE EN
LOS PROCESOS FISIOLOGICOS

Autories): Zandibel Diaz Rebaollar, Yadira Libertad Hernandez-FRueda, Victor Manuel Tormes Flores.
Tutor: Wictor Manue! Toes Flores.

Institucion: Facullad de Medicing.

Fesumen: La reproduccion sexual reguiers de la comunicactn enire los  pametos: el
espamatozeede v el dvulo. En los mamiferos, los espermatozoides eyacudados son mies, per
ipdavia no cuenien con le capacided para unirse y fecundser al gameto femenino. Fare poder
fecundar &l dwulo, el espermatozpbde de mamiferos debe experimentar procesos fisisogicos como
la capacitacion, hiperaciivacan de movllidad, y reaccldén acrosomal. Sin embargo los mecanismos
mokeculares Involucredos no & conocen con detalle. En estos procesos suceden camblos que
invohucran |8 modulacion de los mecanismos de enirada de Ca2+. Bl Cal+ extracelular pega wn
papel importante en la movilidad, ya que es requerido para la inidaciéa y mantenémiento de la
miovilidad hiperaciivada.

S rabajd con muesiras de espermatozosdes normospenmicos no capaciiedos ¥ capactados para
la determinacion de Calcio infrecelular (furs-ff, detecior de calcio). polenclal de membrana
(dISC{3)5) medidos simultdneamente en pobleciones de  espermetozpédes hwmenos ¥
determinacidon de pHi (BCECF) individualmenie. La movilided se determind mediante &l uso del
sistena CASA gue permite la cuantificacitn de los niveles de movilided espermética todes en
respuesta a progesterona.

El objetvn de este frabaje fue mwesSgar ef efecto de 18 capac#iecidn de ks espermatoroldes
humanos a iemperatura amblents (25°C).

Fesultados: Los espermatozoldes incubados a 25°C por 4 horas muesiran un sumenbo en & flujo
de ecalclo nfrecelular, un aumenio en & pHl, y una ligers despolarizacion de B membrana
cmparsde con los no capaciados. El porcentaje de espermelozpides gque sumentan su
hiperactividad de la mowilided s we efecta al incubar & los espermatozoides en un medio de
capacitacktn por 4 horas a 25°C, a diferencia de los no capacitados.

Sugiriendo gue |3 Incubacion de los espermatozoldes humanos en un medio suplementado con

albumina y bécarbonaio por 4 horas. podris ser suficients para gue e capaciten.

300. Tiulo: EFECTOS FARMACOLOGICOS DEL LOSARTAN

Autories): favala Alvaredo Gonzalo van, Hemendsz Delgadiio Glona Petriclie, Solls Recéndsz Ma.
Guadalups.
Tulor:

nstituchan: Unédad Académica de Clenclas Quimicas, Universidad Autdnoma de Zacatecas.

Fesumen: La hipertensitn anerial es actuslmente considerada uno de los problemas de salud de
mayor prevalencia e incidencia en México, El sisterna renina-anglotensing-aldosterona desempena
un rod crecial en |a regulackn de 3 presidn anerial mediante 3 produccién de |a angiotensing il
(AT}, que sdemas de inducir vasoconstriccon, tambeén promueve la secdecitn de aldosierona,
esfimuda el creciméenio y proliferacidn vascular, & induce disfuncion endoielial. Debédo 5 gue el
degsamollo de |a hipertensiin y la enfermedad candiovasculsr estan mediadas por la produeccan de
AT gue Imeraciia principadmente con el receplor AT1, una esirategia farmecoldgica en su
terapéutica es promover 18 Inhibicktn de este sistema. El losarian, antagonisia del receptor AT
{ARAAD es eficaz como anbiperiensivo ¥ Bdemas presenta propledades cardioprotectoras al
dizminuir la hiperirofia ventricular. Este agents se usa comanmente en pacienies gue no toleren los
inhibldore= de ta ECA For su efecto hipotensivo, e losarian presenta efectos protectores en
diversos drganos, incluyendo la funcidn renal, la funcion del endoielio vescular, la agregachon
plaguetaria y la slerosclerosis. Bl uso concomitante con bajas dosis de hdroclorodiazida (HETZ)
genera un efecio andhiperiensive aditivo, y 8 pesar gue e HETZ induce hipopotasemia,
hiperglucemisa y dafno renal, los ARA-II como el lesartan tlienden a confrarrestar esios efectos, pues
52 ha reporiado gue el uso de ARA-Il en combinacidn con HETZ mo empeora la tolerancia a la
glucosa, pero si mejora la presion arerial, 1a resistencia a la insuling v 1e sensibdidad & ésta Gltima
en pacientes hipertensos no diabéticos. La evidenda equl presentada permite proponer diversas

positdidades de uso terapéutica.

173

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

JV43NV ap 2juaplisald NdI—INS3 €] ap BJ0333.1Q
nnseno Ajuepuog o0isngny uQ 08n1 e||Ipeqog eljewy esoy ‘eiq
=

JopeziuesiQ 1W0) |3 10d
"€T0Z 9p oAew ap 8T @ ST [9p “4 ' ‘02X 2P pEpnID)

's02130]01sy
505920.d SO| U3 souewny saplozojew.adsa ua esnjesadwa) e ap enuelodw|

:ope|n}i} ofeqely [ap uoejuasaid ejiod

$9.0|4 S94J0] |SNUEBIA] JOPIA ‘Epany-zapueu.ay pelsaqr] BJIpeA ‘Je|jogay zelq [3qIpuez

‘e BIDURISUOD URBIOLQ0

Ndl1ap euidpajy apiouadng janas3 ej ap oUeSIdNUY .S/

uoy o buoy anbuuz 1q jeiouoH uaeibojoorunied ap jueipms3 osaibuod Aix

NdIFIS T euidIpa ua ugpehnsaAu| ap 0sa16uo0d X
"0 "V BI6Oj02RULIR 3P BURIIXIY UOIIRID0SY Bl 3P 0SaUBUOI AXXX

DiJER B AlUS

L@

HVIIWNY

¥

68

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.

Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

	Portada

	Contenido

	Resumen

	I. Introducción

	II. Justificación

	III. Hipótesis   IV. Objetivos

	V. Material y Métodos

	VI. Resultados

	VII. Discusión

	VIII. Conclusiones

	IX. Perspectivas

	X. Biliografía

	Anexos


