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CAPITULO 4

EFECTO DEL LAVADO Y SELECCIÓN
DE ESPERMATOZOIDES SOBRE LA FIV



INTRODUCCIÓN

El lavado de espermatozoides consiste en la separación de los espermatozoides del plasma
seminal y su reconstitución en un medio de cultivo. El lavado es realizado normalmente como
un proceso preliminar en la mayoría de estudios morfológicos y bioquímicos, así como en la
preparación de los espermatozoides para la inseminación artificial, selección de sexo o FIV.
También es necesario para eliminar los crioprotectores y conservantes cuando se utiliza semen
congelado.

Numerosos son los estudios realizados sobre los efectos del plasma seminal en los
espermatozoides eyaculados, pero todavía en la actualidad permanecen discutibles. Ciertos
autores sugieren que el plasma seminal es importante para el mantenimiento de la motilidad,
otros indican que tiene poco efecto e incluso algunos han indicado efectos perjudiciales del
plasma en la viabilidad de los espermatozoides (Graham, 1994). Sin embargo, la mayoría de
estos estudios se han centrado principalmente en la evaluación de su efecto en el proceso de
crioconservación de los espermatozoides, y muy pocos en los sistemas de FIV. No obstante,
los espermatozoides parecen desprenderse de todo el plasma seminal antes de llegar al lugar
de fecundación in vivo, independientemente de donde se deposite el semen durante el coito
(revisado por Hafez, 1989). Además, ha sido demostrado que este fluido masculino contiene
sustancias estabilizadoras de la membrana del espermatozoide que impiden la capacitación y
reacción acrosómica (revisado por First y Parrish, 1987; Fournier-Delpech y Thibault, 1991;
Crozet, 1991a). Oliphant y Brackett (1973) observaron que el lavado de los espermatozoides,
previo a la incubación, aceleraba la capacitación in vitro, probablemente por eliminación de
estos componentes inhibitorios de la superfície del espermatozoide (Brackett y Oliphant,
1975).

El lavado del semen mediante la sedimentación por centrifugación de los espermatozoides y
su resuspensión en un nuevo medio, es considerado como el método más rápido y eficaz para
la eliminación de materiales indeseados (revisado por Gordon, 1994). No obstante, existen
evidencias, especialmente en semen humano, que demuestran que la sedimentación de una
población de espermatozoides por centrifugación puede causar la producción de componentes
oxígeno reactivos (radicales superóxidos e hidroxilos) en el sedimento, lo que provocaría un
daño irreversible en los espermatozoides, perjudicando así su capacidad de fecundación in
vitro (Aitken y Clarkson, 1988). Este daño subletal se caracteriza por la manifestación
retrasada de sus efectos, normalmente disminuyendo la motilidad a lo largo del tiempo
(Alvarez y col., 1993). También en especies domésticas, el lavado de los espermatozoides ha
sido asociado con el daño celular (Harrison y White, 1972, Jones y Holt, 1974), por lo que
diferentes sistemas de lavado de espermatozoides han sido desarrollados para reducir el efecto
perjudicial de la centrifugación. Entre estos métodos se encuentran aquellos que implican
también un proceso de centrifugación pero a través de un medio de alta densidad como la
utilización de una solución de Ficoll (Harrison, 1976) que permita eliminar más eficazmente
el medio original de los espermatozoides con un mínimo de daño mecánico.

La motilidad de los espermatozoides es esencial para su transporte a lo largo del tracto genital
femenino, así como para la fecundación in vivo de los ovocitos. También en los sistemas de
FIV ha sido sugerido, especialmente en la especie humana, que la motilidad espermática es
un factor importante en la tasa de fecundación (Mahadevan y Trounson, 1984; Gellert-
Mortimer y col., 1988). Por esta razón, varias metodologías han sido desarrolladas no sólo
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para conseguir la separación del plasma seminal o de otros componentes, sino también para
seleccionar los espermatozoides más móviles y viables de una muestra de semen, de especial
importancia en semen congelado y en ciertos casos de infertilidad masculina. Entre los
métodos para seleccionar los espermatozoides más móviles, el swim-up (Parrish y col.,
1985a,b; Berger y col., 1985) ha sido el método más comúnmente empleado en los
laboratorios de FIV (Ng y col., 1992), basándose en la habilidad de los espermatozoides de
nadar hacia arriba en un medio.

Durante la pasada década, muchos grupos de investigación dedicados al estudio de la
infertilidad en la especie humana han demostrado que los espermatozoides lavados en un
gradiente de Percoll mejoraban su motilidad y capacidad de fecundación in vitro (Guerin y
col. 1989; Akerlof y col., 1987; Hyne y col., 1986), incluso más eficazmente que con el swim-
up. Este método del Percoll separa las poblaciones de espermatozoides de acuerdo a su
densidad (Bolton y Braude, 1984), recogiendo los espermatozoides con un núcleo denso y
homogéneo principalmente en la fracción de mayor densidad del gradiente Percoll. También
en las especies domésticas, algunos autores han utilizado gradientes de Percoll en los sistemas
de FIV (bovino: Utsumi y col., 1991; Van Soom et al., 1992; Mermillod y col., 1992; Keefer
y Paprocki, 1995; cerdo: Grant y col., 1994; morueco: Stojanov y col., 1994; caballo: Arns
y Shepherd, 1994; caprino: Pawshe y col., 1994). Sin embargo, apenas se han realizado
estudios comparativos entre estos distintos métodos de selección de los espermatozoides y su
efecto sobre la fecundación y desarrollo de ovocitos madurados in vitro.

En consecuencia, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del lavado y de la
selección de los espermatozoides más móviles, sobre la tasa de penetración y división de los
ovocitos de cabras prepúberes madurados in vitro, valorando también los diferentes parámetros
seminales obtenidos con los distintos métodos. Para la consecución de este objetivo, se
realizaron 3 experiencias en las que se compararon: 1) el lavado mediante centrifugación a
través de una solución Ficoll, la selección y lavado mediante swim-up y la dilución de los
espermatozoides como tratamiento control; 2) el swim-up respecto al lavado por centrifugación
y 3) dos diferentes sistemas de lavado y selección de espermatozoides (swim-up vs gradientes
Percoll).

MATERIAL Y MÉTODOS

Obtención y MTV de ovocitos foliculares de cabras prepúberes.

Se obtuvieron ovocitos foliculares de cabras prepúberes y se maduraron in vitro siguiendo la
metodología descrita anteriormente.

Preparación de los espermatozoides

Para la realización de cada experiencia, se recogieron los eyaculados de 3 machos fértiles con
ayuda de una vagina artificial, se mezclaron a partes iguales para minimizar la variación inter-
machos y se procesaron siguiendo distintos métodos de preparación o lavado.
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Experiencia 1

a) Lavado mediante una solución de Ficoll.

Se diluyeron 400 ul de la mezcla de eyaculados en 800 ul de medio HEPES-TALP.
Previamente, fueron colocados 5 mi de la solución de lavado que contenía Ficoll (7,5%)
(Sigma, F-4375) descrito por Harrison (1976) en un tubo cónico. A continuación, se depositó
muy cuidadosamente 1 mi de la suspensión de espermatozoides sobre la solución de lavado
de Ficoll y se procedió a una centrifugación en 2 etapas (5 minutos a 700xg y 10 minutos a
900xg). Tras descartar el sobrenadante por aspiración, el sedimento fue reconstituido en 1 mi
del medio HEPES-TALP. Posteriormente se resuspendió (1:1) en medio HEPES-TALP con
heparina (100 ug/ml) y se incubó durante 45 minutos a 38,5°C.

b) Swim-up.

Se depositaron 50 ul de la mezcla de eyaculados en el fondo de un tubo cónico que contenía
2 mi del medio HEPES-TALP. Transcurrida una hora a 38,5°C, se recogieron 0.6 mi de la
parte superior del tubo y se centrifugó a 200xg durante 10 minutos. Tras descartar el
sobrenadante, el sedimento resultante se resuspendió (1:1) en medio HEPES-TALP con
heparina (100 ug/ml) y se incubó durante 45 minutos a 38,5°C.

c) Tratamiento control.

Este tratamiento consistió en diluir 50 ul de la mezcla de eyaculados en 2 ml del medio
HEPES-TALP. Seguidamente, una alícuota de esta suspensión se diluyó (1:1) en medio
HEPES-TALP con heparina (100 ug/ml) y se incubó durante 45 minutos a 38,5°C..

Experiencia 2

a) Swim-up (ver metodología en experiencia 1).

b) Lavado mediante centrifugación.

Este método consistió en diluir 50 ul de la mezcla de eyaculados en 2 ml del medio HEPES-
TALP y centrifugar a 200xg durante 10 minutos. A continuación, tras descartar el
sobrenadante, el sedimento resultante se procesó siguiendo la misma metodología que en el
método anterior.

Experiencia 3

a)Swim-up (ver metodología en experiencia 1).

b)Gradiente discontinuo de Percoll.

Se diluyó 400 ul de la mezcla de eyaculados en 800 ul de medio HEPES-TALP. Previamente,
se preparó la solución isotónica de Percoll, diluyendo una parte de suero fisiológico
concentrado 10 veces en 9 partes de solución Percoll (Sigma, P-1644). Seguidamente, se
realizó un gradiente de Percoll en un tubo cónico colocando 1 mi de una solución del 80%
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de Percoll debajo de 1 ml de una solución del 40% de Percoll con ayuda de una jeringuilla.
Ambas soluciones se realizaron diluyendo el Percoll en un medio de sacarosa descrito por
Harrison (1976). A continuación se depositó cuidadosamente 1 mi de la suspensión de
espermatozoides sobre el gradiente y se centrifugó a 800 x g durante 20 minutos. Una vez
eliminado el sobrenadante, el sedimento fue reconstituido en 1 mi del medio HEPES-TALP
y se procedió a una segunda centrifugación a SOOxg. Transcurridos 5 minutos, se descartó el
sobrenadante y el sedimento fue de nuevo reconstituido en 1 mi del medio HEPES-TALP.
Posteriormente se resuspendió (1:1) en medio HEPES-TALP con heparina (100 ug/ml) y se
incubó durante 45 minutos a 38,5°C.

FIV y cultivo de embriones

Tras los 45 minutos de preincubación en medio HEPES-TALP con heparina y coincidiendo
con el final del cultivo de los ovocitos, se procedió a la inseminación de éstos. Una vez
transcurridas 24 horas, los ovocitos se separaron de los espermatozoides y se transfirieron a
la monocapa de células de la granulosa, todo ello según la metodología descrita anteriormente.
A las 48 horas de la inseminación se evaluó la división de los embriones.

Valoración de los resultados

Tanto la recogida y procesamiento de las muestras de ovocitos como de espermatozoides, se
realizaron siguiendo el método descrito en el apartado general de material y métodos. También
el tratamiento estadístico de los resultados está descrito en el mismo apartado.

RESULTADOS

Experiencia 1

Motilidad, vitalidad y estado acrosomal

Los resultados referentes a las características seminales estudiadas en esta experiencia se
muestran en la figura 1.

El tratamiento del swim-up incrementó significativamente (p ¿0.0001) en relación a la muestra
inicial de semen, los valores de motilidad (78% vs 60%), vitalidad (77,6% vs 63%) y
acrosomas normales (92'5% vs 88,6%), siendo también estos valores superiores (psO.0005)
a los obtenidos en el resto de tratamientos.

Los resultados obtenidos en el tratamiento de lavado mediante una solución Ficoll fueron
inferiores significativamente a los valores obtenidos en el tratamiento control tanto en el
porcentaje de vitalidad (50,6% vs 61,3%) como en el de acrosomas normales (71,1% vs
86,3%), siendo inferiores (psO.OOOl) también a los de la muestra inicial. Los resultados
obtenidos en el tratamiento control no difirieron de los valores iniciales de la muestra de
espermatozoides.

Después de la pre-incubación con heparina, los valores de motilidad y vitalidad (73% y
85,3%,respectivamente) obtenidos en el tratamiento de swim-up también fueron superiores
significativamente al resto, no observándose diferencias entre los otros 2 tratamientos (53%
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y 44,7% para el lavado en Ficoll; 58% y 52,5% para el tratamiento control). Respecto a los
espermatozoides que presentaban un acrosoma normal, el porcentaje también fue
significativamente superior en la muestra que había sido sometida al swim-up (90,8%), pero
inferior (psO.OOOl) en el tratamiento de lavado mediante Ficoll (52,8%).

Al comparar los resultados obtenidos a las 17 horas de la inseminación, no se observó ningún
efecto del tratamiento sobre la motilidad ni la vitalidad espermática. No obstante, el porcentaje
de espermatozoides con acrosoma normal fue significativamente superior en la muestra que
había sido sometida anteriormente al swim-up (77,1%) respecto al obtenido en el tratamiento
de lavado en Ficoll (45,7%) y al del tratamiento control (55,1%).

Respecto al porcentaje de espermatozoides vivos que habían sufrido la reacción acrosómica,
no se observó ningún efecto del tratamiento durante el proceso, excepto a las 17 horas de la
inseminación, donde el valor obtenido en el tratamiento de lavado mediante Ficoll fue
significativamente inferior al resto.

Tasa de fecundación y de división

No se observaron diferencias significativas entre tratamientos en el porcentaje de ovocitos
fecundados a las 17 horas de la inseminación. Tampoco se observó ningún efecto significativo
del tratamiento en la formación de los dos pronúcleos ni en la incidencia de poliespermia u
otras anormalidades. Respecto a la tasa de división de los ovocitos tampoco se observó
ninguna diferencia significativa entre los tratamientos a los que habían sido sometidos los
espermatozoides (Tabla 1).

Tabla 1: Efecto del lavado (Ficoll) y selección/lavado (swim-up) de los espermatozoides sobre
la tasa de fecundación y división de los ovocitos1 (n° de réplicas=5).

Tratamiento 17 horas post-inseminación
% ovocitos penetrados (n°)

48 horas post-inseminación
% embriones (n°)

Control

Ficoll

Swim-up

n° Total

99 57,6
(57)

79 41,8
(33)

97 38,1
(37)

2PN

24,2
(24)

16,5
(13)

19,6
(19)

PS

19,2
(19)

15,2
(12)

12,4
(12)

Anorm

14,1
(14)

10,1
(8)

6,2
(6)

n° 2 cel

260 14,2
(37)

268 13,1
(35)

290 12,1
(35)

>2
cel

32,7
(85)

23,5
(63)

16,9
(49)

Total
División

46,9
(122)

36,6
(98)

29,0
(84)

Ovocitos penetrados: 2PN= 2 pronúcleos +
fecundados de forma anormal.
Embriones: 2cel= embriones de 2 células, >2cel
*: valores expresados como frecuencia.

cola del espermatozoide, PS= poliespérmicos, Anorm=

= embriones de mas de 2 células.
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Figura 1: Efecto del lavado (Ficoll) y selección/lavado (swim-up) de los espermatozoides
durante su tratamiento para la FIV sobre el porcentaje de (a) motilidad, (b) vitalidad, (c)
integridad del acrosoma y (d) reacción acrosómica verdadera.
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*p<0.005
1: valores lsmeans±es

lavado pre-incubación 17hfiv

•""control """ficoH



Experiencia 2

Motilidad, vitalidad y estado acrosomal

Los resultados referentes a los parámetros seminales estudiados se muestran en la figura 2.

Los porcentajes de motilidad (79%) vitalidad (77,5%) y acrosomas normales (91,4%)
obtenidos con la técnica del swim-up fueron significativamente superiores a los valores
iniciales (60%, 63% y 87%, respectivamente) de la muestra de espermatozoides, así como
también a los resultados obtenidos con el lavado mediante una centrifugación (62%, 62,4%
y 75,4%, respectivamente), no difiriendo éste último de los de la muestra inicial.

Tras los 45 minutos de pre-incubación con heparina, los resultados de motilidad, vitalidad e
integridad acrosomal (77%, 69,5% y 83,9% respectivamente) obtenidos en la muestra de
espermatozoides que había sido sometida al swim-up continuaron siendo superiores
significativamente a los obtenidos mediante la centrifugación (52%, 45,6% y 62,3%).

Transcurridas 17 horas del inicio de la inseminación, se observaron también diferencias
significativas entre los tratamientos de swim-up y lavado por centrifugación, respecto al
porcentaje de espermatozoides móviles (48% vs 35%), vivos (28,4% vs 19,2%) y con
acrosoma normal (60,7% vs 32,7%). Respecto al porcentaje de espermatozoides vivos que
reaccionaron, no se observó ningún efecto del tratamiento durante todo el proceso.

Tasa de fecundación y de división

No se observó ningún efecto del tratamiento al que habían sido sometidos los espermatozoides
sobre la tasa de fecundación o la formación de los pronúcleos. De la misma manera, tampoco
se apreciaron diferencias significativas en el porcentaje de ovocitos divididos a las 48 horas
de la inseminación (Tabla 2).

Tabla 2: Efecto de la selección de los espermatozoides mediante la técnica del swim-up sobre
la tasa de penetración y división de los ovocitos1 (n° de réplicas=7).

Método 17 horas post-inseminación
de lavado % ovocitos penetrados (n°)

n°

Swim-up 120

Centrifugación 137

Total

49,1
(59)

55,5
(76)

2PN

20,0
(24)

13,9
(19)

PS

21,6
(26)

29,9
(41)

Anorm

7,5
(9)

11,7
(16)

48 horas post-inseminación
% embriones (n°)

n° 2 cel

386 22,3
(86)

437 22,0
(96)

>2
cel

21,2
(82)

28,8
(126)

Total
División

43,5
(168)

50,8
(222)

Ovocitos penetrados: 2PN= 2 pronúcleos + cola del espermatozoide, PS= poliespérmicos, Anorm= fecundados
de forma anormal.
Embriones: 2cel= embriones de 2 células, >2cel= embriones de más de 2 células.
': valores expresados como frecuencia.
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Figura 2: Efecto de la selección de los espermatozoides mediante la técnica de swim-up sobre
el porcentaje de (a) motilidad, (b) vitalidad, (c) integridad del acrosoma y (d) reacción
o/^rrvoAmií^Q t/ArHarlAra

motilidad (%)

inicial lavado pre-incubación 17 horas RV

*P<0.005, "*p<0.05
1: valores expresados como Ismeansíes
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inicial lavado pre-incubación

* p<0.001, ** p<0.01, *** p<0.05
1 : valores expresados como lsmeans±es

integridad acrosomal (%)

inicial lavado pre-incubación 17hfiv

*P<0.0001, ** p<0.01, *** p<0.05
1: valores lsmeams±es

reacción acrosómica verdadera (%)

inicial

1:valores lsmeans±es

lavado pre-incubación 17hFIV



Experiencia 3

Motilidad, vitalidad y estado acrosomal

Los resultados referentes a las características seminales estudiadas en esta experiencia se
muestran en la figura 3.

Al comparar los resultados obtenidos tras realizar los diferentes tratamientos, no se apreciaron
diferencias significativas en el porcentaje de motilidad y acrosomas normales entre los
tratamientos ni respecto a los valores iniciales de la muestra de espermatozoides. No obstante,
si se observó un aumento significativo en el porcentaje de espermatozoides vivos en la
muestra que había sido sometida al tratamiento del swim-up (81,5%) respecto a los valores
de la muestra inicial (74,5%^ y a los obtenidos en el tratamiento de lavado/selección
mediante gradiente discontinuo de Percoll (69,1%). Los valores obtenidos en este último
tratamiento no difirieron de los valores iniciales.

Respecto al resto del proceso no se observaron diferencias significativas entre los dos
tratamientos en ninguno de los parámetros estudiados.

Tasa de fecundación y de división

Los resultados referentes a la tasa de fecundación
experiencia se muestran en la Tabla 3.

y división de los ovocitos en esta

No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de ovocitos fecundados entre los
diferentes tratamientos a los que habían sido sometidos los espermatozoides. Así como
tampoco se observó ningún efecto significativo en la formación de los pronúcleos ni en el
porcentaje de ovocitos divididos.

Tabla 3: Efecto del método de lavado y selección de los espermatozoides sobre la tasa de
penetración y división de los ovocitos1 (n° de réplicas=3).

Método
selección-
lavado 0

Swim-up 49

Gradiente 72
Percoll

17 horas post-inseminación
% ovocitos penetrados (n°)

Total

42,9
(21)

55,6
(40)

2PN

20,4
(10)

30,6
(22)

PS

10,2
(5)

19,4
(14)

Anorm

12,2
(6)

5,6
(4)

48 horas post-inseminación
% embriones (n°)

n° 2 cel

218 20,2
(44)

192 18,2
(35)

>2
cel

14,2
(31)

17,7
(34)

Total
División

34,4
(75)

35,9
(69)

Ovocitos penetrados: 2PN= 2 pronúcleos + cola del espermatozoide, PS= poliespérmicos, Anorm= fecundados
de forma anormal.
Embriones: 2cel= embriones de 2 células, >2cel= embriones de más de 2 células.
*: valores expresados como frecuencia.
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Figura 3: Efecto del método de selección y lavado de los espermatozoides (swim-up versus
gradientes de Percoll) sobre el porcentaje de (a) motilidad, (b) vitalidad, (c) integridad del
acrosoma y (d) reacción acrosómica verdadera.
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lavado pre-incubación 17 horas FIV

vitalidad
100

inicial

*P<0.01
1 :valores Ismeansï

lavado pre-incubación

integridad acrosomal (%)

inicial lavado pre-incubació 17h fiv

reacción acrosómica verdadera (%)

pre-incubación 17 h RV

1 : valores lsmeans±es

1:valores lsmeans±es



DISCUSIÓN

Los distintos métodos de preparación de los espermatozoides para la FIV utilizados en este
trabajo no mostraron efectos significativos en la tasa de penetración y división in vitro de los
ovocitos, a pesar de haberse encontrado diferencias significativas en los parámetros seminales
estudiados entre los distintos sistemas utilizados. Estos resultados indican que, bajo nuestras
condiciones in vitro, un número suficiente de espermatozoides son capacitados, sufren la
reacción acrosómica y son capaces de fecundar los ovocitos, aunque no hayan sido
previamente seleccionados ni incluso lavados para eliminar el plasma seminal.

El lavado de los espermatozoides para eliminar el plasma seminal, previo a su uso en la FIV,
es considerado esencial, no sólo porque acelera la capacitación (Oliphant y Brackett, 1973),
eliminando probablemente los componentes inhibitorios del plasma de la superficie del
espermatozoide (Brackett y Oliphant, 1975), sino también porque el plasma seminal parece
tener cierta actividad lírica de los ovocitos (Ijaz y col., 1989). No obstante, la ausencia de un
efecto significativo de la presencia de plasma seminal en el presente trabajo, sobre los
porcentajes de penetración y división de los ovocitos, podría ser debido a la alta dilución a
la que es sometida la mezcla de eyaculados (xlOOO) a lo largo del proceso de preparación de
los espermatozoides. Esta dilución provoca probablemente una disminución del efecto
decapacitante del plasma seminal.

En estudios realizados en espermatozoides de cerdo no sólo no se observó un efecto negativo
del plasma, sinó que se obtuvieron mejores porcentajes de penetración de ovocitos inmaduros
cuando se utilizaron espermatozoides que no habían sido lavados (Martínez y col., 1994).
Estos resultados coinciden con los resultados obtenidos en nuestro trabajo, donde a pesar de
no existir diferencias estadísticamente significativas, existe cierta superioridad en el porcentaje
de penetración y división (57.6%, 46.9% respectivamente) de los ovocitos de cabras
prepúberes inseminados con espermatozoides que fueron simplemente diluidos, respecto a los
que se obtuvieron cuando se inseminaron con espermatozoides lavados a través de una
solución de Ficoll (41.8% y 36.6%, respectivamente) o mediante la técnica del swim-up
(38.1% y 29.0%, respectivamente). Tampoco la eliminación del plasma seminal parece ser
requerida en espermatozoides de gato para penetrar ovocitos heterólogos (Howard y
col.,1988).

Ijaz y col. (1989) no observaron un efecto en la penetración de ovocitos de hámster libres de
zona cuando se inseminaron con espermatozoides bovinos lavados previamente, a los cuales
se les añadió plasma seminal en una concentración de 1:4000 después de un periodo de
incubación de 4 horas. A esta dilución, la adición de plasma seminal a los espermatozoides
capacitados no produjo ningún efecto en su capacidad de penetración, a pesar de haber sido
demostrado que el plasma seminal tiene la habilidad de revertir el proceso de la capacitación
(Dukelow y col., 1967, citado por Ijaz y col., 1989).

Como ya se ha citado anteriormente, el efecto del plasma seminal, sobre la motilidad,
supervivencia e integridad de los espermatozoides, ha sido a menudo tema de estudio y
controversia. Thompson y Cummins (1985) no observaron ningún efecto de la eliminación del
plasma seminal, mediante centrifugación, sobre la supervivencia de los espermatozoides de
morueco después de 12 horas de incubación. Tampoco nuestros resultados mostraron
diferencias significativas en los porcentajes de motilidad y vitalidad obtenidos a las 17 horas
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del co-cultivo de los gametos entre los espermatozoides que habían sido lavados (swim-up y
Ficoll) y los que no (control). No obstante, sí se observaron diferencias durante los procesos
de preparación de los espermatozoides, previos a la inseminación de los ovocitos, en estos
parámetros, así como también en el porcentaje de espermatozoides con acrosma intacto .

Contrariamente a lo descrito por algunos autores, el lavado por simple centrifugación no causó
ningún efecto sobre las características iniciales que presentaban los espermatozoides. Por el
contrario, cuando la centrifugación se realizó a través de un medio de alta densidad como la
solución de Ficoll, con el fin de reducir el efecto perjudicial del lavado como propuso
Harrison (1976), el resultado obtenido fue el opuesto a lo esperado, observándose porcentajes
de vitalidad y de acrosomas intactos significativamente inferiores a los que presentaban los
espermatozoides inicialmente. No hemos podido encontrar una explicación sobre los resultados
aquí obtenidos, ya que según Harrison (1976) parece improbable que el Ficoll ejerza un efecto
tóxico en las células, sugiriendo que la falta de motilidad observada en algunas especies, tras
realizar este tipo de lavado, sea debida muy probablemente al efecto del alto grado de
eliminación del plasma seminal conseguido con este método.

Parrish y col. (1985a,b, 1986) describieron por primera vez el efecto positivo de la técnica del
swim-up sobre la tasa de fecundación con semen congelado bovino, convirtiéndose así en un
paso habitual en la FIV para la selección de espermatozoides altamente móviles.

En el presente trabajo se ha observado que la técnica del swim-up mejora significativamente
la motilidad, vitalidad e integridad acrosomal de la población inicial de espermatozoides,
mientras que los otros métodos utilizados, no sólo no son capaces de mejorar dichas
características, sino que incluso, como es el caso del Ficoll, pueden provocar un efecto
negativo sobre los espermatozoides. Sin embargo, la capacidad de selección de los
espermatozoides del swim-up no se ve reflejada en un aumento de la tasa de penetración y
división de los ovocitos, no observándose diferencias estadísticamente significativas con los
resultados obtenidos mediante los otros métodos de lavado o incluso con los obtenidos
mediante únicamente la dilución del semen. Resultados similares obtuvieron Howard y col.
(1988), quienes tampoco observaron diferencias significativas en la tasa de penetración de
ovocitos de hámster libres de zona, cuando éstos fueron inseminados con espermatozoides de
gato que habían sido diluidos, lavados o seleccionados mediante la técnica del swim-up.

En los laboratorios de FIV humana, a pesar de los distintos métodos de preparación de los
espermatozoides desarrollados en los últimos años, la técnica del swim-up continua siendo el
método más comúnmente utilizado (Ng y col., 1992). Sin embargo, el método de
centrifugación por gradientes discontinuos de Percoll parece estar ganando aceptación,
particularmente en ciertos casos de infertilidad. De hecho, numerosos han sido los trabajos
realizados en esta especie referentes al estudio comparativo de estos dos sistemas de selección
de los espermatozoides, siendo todavía los resultados obtenidos por los distintos grupos poco
concluyentes. Para algunos autores la técnica del swim-up proporciona significativamente
espermatozoides de mejor calidad respecto al Percoll, aunque no presente diferencias en la
tasa de fecundación in vitro (Englert y col., 1992). Para otros, la selección de
espermatozoides móviles fue similar en ambos métodos (Guerin y col., 1989), sin embargo
la capacidad de fecundación in vitro fue superior en los espermatozoides separados mediante
Percoll, tanto en la FIV homologa aumentando la tasa de gestación (Guerin y col., 1989),
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como en la FIV heteróloga de ovocitos de hámster libres de zona (Chan y Tucker, 1992).
Asimismo, otros afirman que la técnica del Percoll selecciona los espermatozoides con una
motilidad progresiva significativamente superior que mediante el swim-up (Akerlof y col.,
1987), mejorando también la morfología, lo que parece estar ligado a un incremento de la tasa
de gestación (Van der Zwalmen y col., 1991). Por otra parte, otros autores como Check y col.
(1992) consideran que ninguno de estos métodos de selección produce un efecto en la
integridad funcional de las membranas de los espermatozoides, valorado mediante el test de
HOS respecto a la muestra inicial. No obstante, en lo que parece existir cierto acuerdo es en
que la técnica del Percoll permite la recuperación de un mayor número de espermatozoides
móviles.

Estas diferencias en los resultados obtenidos son difíciles de explicar, aunque probablemente
la falta de uniformidad en la preparación de la técnicas, especialmente en la del Percoll, sea
una de las prinicipales causas, así como también la existencia de diferencias en las
poblaciones de semen utilizado para la FIV. De hecho, ha sido sugerido individualizar el
método con el fin de encontrar el óptimo para cada hombre (Check y col., 1992; Punjabi y
col., 1990)

En las especies domésticas, pocos autores han utilizado la técnica del Percoll para la FIV,
así como también son escasos los trabajos realizados que comparen este método con la técnica
del swim-up. No obstante, Seidel y col. (1995), en el bovino, observaron que ambos métodos
eran satisfactorios para su utilización en la FIV, ya que no se apreciaron diferencias
significativas en la tasa de división de los ovocitos, a pesar de que el swim-up proporcionó
un mayor porcentaje de espermatozoides móviles. En nuestros resultados tampoco se
observaron diferencias significativas en la tasa de penetración y división de los ovocitos de
cabras prepúberes entre estas técnicas. Sin embargo, el swim-up mejoró signifícamente la
vitalidad de los espermatozoides, respecto a la muestra inicial, así como también presentó
valores superiores en los porcentajes de motilidad y acrosomas intactos, aunque no
significativamente (p=0.2 y p=0.07, respectivamente). Estas diferencias en la eficacia de
selección entre ambas técnicas podrían probablemente ser debidas a que los espermatozoides
no-móviles, menos móviles o incluso muertos pueden ser forzados a bajar hacia la solución
de Percoll de mayor densidad (80%), mientras que con la técnica del swim-up, sólo los
móviles pueden migrar hacia la capa superior (Ng y col., 1992). No obstante, a pesar de no
mejorar las características iniciales de los espermatozoides, la técnica de Percoll no produjo
ningún efecto negativo, desapareciendo la diferencia significativa en el porcentaje de
espermatozoides vivos respecto al swim-up, a lo largo del proceso.

Resumiendo, podemos concluir que a pesar de haber encontrado diferencias significativas en
los parámetros seminales evaluados, después de realizar los distintos métodos de lavado y
selección de espermatozoides, las mezclas de eyaculados utilizadas en el presente trabajo
presentan unas características iniciales suficientemente aceptables para no influir de manera
decisiva en los resultados de FIV. En consecuencia, en nuestro caso, y debido a la ausencia
de efecto significativo de la preparación de los espermatozoides sobre la tasa de FIV, podría
considerarse la utilización de otros métodos distintos al swim-up que fueran más rápidos,
fáciles de ejecutar y que proporcionaran un mayor número de espermatozoides móviles tras
su realización.
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CAPITULO 5

EFECTO DE LA INDUCCIÓN DE LA CAPACITACIÓN
CON HEPARINA SOBRE LA FTV



INTRODUCCIÓN

El efecto de diferentes glicosaminoglicanos (GAG) sobre la capacidad fecundante de los
espermatozoides ha sido estudiada especialmente en el bovino. GAG de distinta procedencia
han sido probados para valorar su potencia relativa, siendo la heparina (procedente de la
mucosa intestinal porcina), la más potente en inducir la capacitación en espermatozoides
epididimarios bovinos (revisado por Miller y Ax, 1990). Parrish y col. (1985a) demostraron
que la heparina podía preparar a los espermatozoides (epididimarios y eyaculados) para la
FIV. Diversas evidencias sugieren que la heparina actúa durante la capacitación, facilitando
indirectamente la reacción acrosómica, por lo que ha sido considerada más como un agente
capacitante que como un inductor de la reacción acrosómica (revisado por Miller y Ax, 1990).

La unión de la heparina al espermatozoide parece ser necesaria para la inducción de la
capacitación. Ha sido demostrado en el bovino que la heparina se une a la membrana del
espermatozoide, mediante una unión del tipo ligando-receptor (Handrow y col., 1984),
probablemente mediante proteínas de unión de la membrana plasmática del espermatozoide
procedentes del plasma seminal (Miller y col., 1990; Nass y col., 1990, Thérien y col., 1995).
Además Parrish y col. (1988) han demostrado que la heparina induce la capacitación de los
espermatozoides de manera dosis-dependiente.

Poco se conoce del mecanismo de acción de la heparina en la inducción de la capacitación.
No obstante, existen importantes evidencias que sugieren que la heparina estimula la entrada
de Ca2+ y la alcalinización intracelular en espermatozoides bovinos (Handrow y col., 1986;
Parrish y col., 1989). Leclerc y col. (1992) han demostrado que la heparina reduce la
concentración de calmodulina en el espermatozoide durante la capacitación, lo que podría
reducir la actividad de la Ca2-ATPasa y permitir un incremento del Ca2 intracelular.

Muchos han sido los esfuerzos que se han realizado para establecer un procedimiento de
capacitación in vitro de espermatozoides en las distintas especies domésticas para su
utilización en la FIV. Diferentes sistemas han sido propuestos, pero probablemente el método
más fisiológico y repetible sea el tratamiento de los espermatozoides con heparina (Parrish
y col., 1985b), aunque todavía existen considerables variaciones, incluso en el bovino, en las
tasas de fecundación entre eyaculados y machos (Parrish y col., 1988; Ohgoda y col., 1988).
Así, a pesar de su extendida utilización, las condiciones óptimas de este tratamiento no han
sido totalmente establecidas, debido probablemente al efecto específico del macho respecto
a la dosis de heparina utilizada (Leibfried-Rutledge y col, 1989; Marquant-LeGuienne y
col., 1990). Además, mientras que ciertos autores adicionan la heparina directamente en el
medio de FIV (Niwa y Ohgoda, 1988; Marquaní-LeGuienne y col.,1990), otros someten a los
espermatozoides a una incubación con heparina previa a la inseminación de los ovocitos. En
semen congelado bovino, un tiempo de pre-incubación de unos 15 minutos con una
concentración de heparina de 10 ug/ml en el medio es considerado generalmente satisfactorio
(revisado por Brackett y Zuelke, 1993), aunque algunos autores varían tanto el tiempo (Fukui
y col., 1990) como la concentración (Choi y col., 1991; Lu y Gordon, 1988).

En el .caprino, la adición de 10 ng/ml de heparina en el medio de pre-incubación ha sido
utilizada para la capacitación in vitro de espermatozoides frescos por Younis y col. (1991) y
por Keskintepe y col. (1994), utilizando tiempos de pre-incubación de 5 y 30 minutos,
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respectivamente. No obstante, Keskintepe y col. (1994) añadieron también cafeína (0.4 ug/ml)
al medio, la cual actúa sinérgicamente con la heparina (Niwa y Ohgoda, 1988). También Cox
y col., (1995) han observado que la adición de heparina en el medio de fecundación estimula
la FIV caprina. No obstante, al igual que en el bovino, tampoco se ha logrado fijar la
condiciones óptimas para obtener las mejores tasas de fecundación y división de los ovocitos.

Como consecuencia a esta falta de estandarización en el tratamiento de los espermatozoides
en los procesos de FIV, los objetivos de este trabajo fueron estudiar el efecto sobre la
penetración y división de los ovocitos, así como sobre diferentes parámetros seminales de: 1)
la utilización de heparina en el medio de pre-incubación de los espermatozoides, 2) la
concentración de heparina y 3) el tiempo de pre-incubación con heparina.

MATERIAL Y MÉTODOS

Obtención y MIV de ovocitos foliculares de cabías prepúberes.

Se obtuvieron ovocitos foliculares de cabras prepúberes y se maduraron in vitro siguiendo la
metodología descrita en el apartado general de material y métodos.

Preparación de los espermatozoides

Se realizaron 3 experiencias, en cada una de las cuales se obtuvieron eyaculados de 3 machos
fértiles y se mezclaron a partes iguales en el laboratorio para minimizar la variación
inter-machos. A continuación, se procedió a realizar una selección y lavado de los
espermatozoides mediante la técnica del swim-up descrita anteriormente. Una vez
seleccionados y lavados, los espermatozoides fueron sometidos a distintos tratamientos de pre-
incubación en las diferentes experiencias.

Experiencia 1

Una vez descartado el sobrenadante, el sedimento de espermatozoides resultante de la
centrifugación realizada tras el swim-up fue dividido en 2 alícuotas. A continuación, una de
estas alícuotas se diluyó (1:1) en medio HEPES-TALP que contenía 100 ng/ml heparina
(concentración final= 50 ug/ml). La otra alícuota también fue resuspendida (1:1) en medio
HEPES-TALP, pero en esta ocasión sin heparina. Ambas alícuotas se incubaron durante 45
minutos a 38,5°C.

Experiencia 2

En esta experiencia, el sedimento de espermatozoides resultante fue dividido en 3 alícuotas.
Cada una de ellas fue resuspendida (1:1) en medio HEPES-TALP que contenía una
concentración de heparina de 10, 100 y 200 ug/ml respectivamente, dando una concentración
final en el medio de pre-incubación de 5, 50 y 100 ug/ml, respectivamente. Seguidamente,
se incubaron durante 45 minutos a 38,5°C.
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Experiencia 3

En esta ocasión, una vez descartado el sobrenadante, el sedimento de espermatozoides se
diluyó (1:1) en medio HEPES-TALP que contenía 100 ng/m heparina (concentración fínal=
50 jig/ml). Inmediatamente después y coincidiendo con el final del cultivo de los ovocitos,
se extrajo una alícuota de esta suspensión de espermatozoides y se procedió a la inseminación
de un grupo de ovocitos. A continuación, se procedió a realizar esta misma operación, cuatro
veces más, a intervalos de 15 minutos, dando como resultado tiempos de pre-incubación de
los espermatozoides de <1, 15, 30, 45 y 60 minutos. La temperatura de la pre-incubación fue
también de 38,5°C.

FIV y cultivo de embriones

Tras el periodo de preincubación de los espermatozoides en el medio HEPES-TALP con o
sin heparina según el tratamiento y coincidiendo con el final del cultivo de los ovocitos, se
procedió a la inseminación de éstos. A las 24 horas post-inseminación, los ovocitos se
separaron de los espermatozoides y se transfirieron a la monocapa de células de la granulosa,
todo ello según la metodología descrita anteriormente. A las 48 horas de la inseminación se
evaluó la división de los embriones.

Valoración de los resultados

Tanto la recogida y procesamiento de las muestras de ovocitos como de espermatozoides, se
realizaron siguiendo el método descrito en el apartado general de material y métodos.
También el tratamiento estadístico al que fueron sometidos los resultados está descrito en el
mismo apartado.

RESULTADOS

Experiencia 1

Motilidad, vitalidad y estado acrosomal

Los resultados referentes a las características seminales estudiadas en esta experiencia se
muestran en la figura 1.

Al comparar los resultados obtenidos después de realizar los diferentes tratamientos, no se
apreciaron diferencias significativas en el porcentaje de motilidad, vitalidad, acrosomas
normales y de espermatozoides vivos reaccionados entre las muestras de espermatozoides que
habían sido incubadas con o sin heparina. Así como tampoco se apreciaron diferencias entre
los valores obtenidos antes y después de la pre-incubación.

Respecto a los resultados obtenidos tras 17 horas de cultivo con los ovocitos tampoco se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 1: Efecto de la presencia de heparina en la pre-incubación de los espermatozoides
sobre el porcentaje de (a) motilidad, (b) vitalidad, (c) integridad del acrosoma y (d) reacción
acrosómica verdadera.
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Tasas de penetración y división

Como se muestra en la Tabla 1, la presencia de heparina en la pre-incubación de los
espermatozoides y posterior FIV mejoró los porcentajes de penetración de los ovocitos (29,1%
vs 6,7%, p<0.005) y de fecundación normal (16,3% vs 3,4%, p<0.05) valorados a las 17 horas
post-inseminación, no observándose diferencias significativas en la incidencia de poliespermia.
Asimismo, la heparina afectó positivamente al número total de ovocitos divididos (23,6% vs
3,9%, pO.OOOl) valorados a las 48 horas de la inseminación, así como al porcentaje de
embriones que presentaban más de 2 células (12,9% vs 1,8%).

Tabla 1: Efecto de la presencia de heparina en la pre-incubación de los espermatozoides sobre
la tasa de penetración y división de los ovocitos1 (n° de réplicas=5).

Tratamiento
pre-

incubación

Heparina
(50 ug/ml)

Sin
Heparina

17 horas post-inseminación
% ovocitos penetrados (n°)

n° Total

86 29,1a

(25)

89 6,7b

(6)

2PN

16,3a

(14)

3,4"
(3)

PS

4,7
(4)

0,0
(0)

Anorm

8,1
(7)

3,4
(3)

48 horas post-inseminación
% embriones (n°)

n° 2 cel

178 10,7a

(19)

229 2,2b

(5)

>2
cel

12,9a

(23)

l,8b

(4)

Total
División

23,6a

(42)

3,9b

(9)

Ovocitos penetrados: 2PN= 2 pronúcleos + cola del espermatozoide, PS= poliespérmicos, Anorm= fecundados
de forma anormal.
Embriones: 2cel= embriones de 2 células, >2cel= embriones de más de 2 células.
a,b: diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas p<0.05.
': valores expresados como frecuencia.

Experiencia 2

Motilidad, vitalidad y estado acrosomal

Los resultados referentes a las características seminales estudiadas en esta experiencia se
muestran en la figura 2.

En nuestras condiciones la distinta concentración de heparina (5,50 y 100 ug/ml), en el medio
de pre-incubación de los espermatozoides, no tuvo ningún efecto en el porcentaje de
motilidad, vitalidad, acrosomas normales y de espermatozoides vivos reaccionados. Así como
tampoco se observaron diferencias entre los resultados obtenidos antes y después de los
distintos tratamientos, a excepción del porcentaje de espermatozoides móviles que fue inferior
(p=0.0001) en todos los tratamientos respecto al valor obtenido antes de realizar la pre-
incubación (89%).
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Figura 2: Efecto de la concentración de heparina en el medio de pre-incubación de los
espermatozoides sobre el porcentaje de (a) motilidad, (b) vitalidad, (c) integridad del acrosoma
y (d) reacción acrosómica verdadera.
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A las 17 horas de la inseminación, tampoco se observó ningún efecto del tratamiento en los
parámetros seminales valorados.

Tasas de penetración y división

Los resultados referentes a la tasa de penetración y de división de los ovocitos de esta
experiencia se muestran en la Tabla 2.

No se observó ningún efecto significativo entre tratamientos en el porcentaje de ovocitos
penetrados a las 17 horas de la inseminación, ni en la formación de los dos pronúcleos. Sin
embargo, la incidencia de poliespermia fue superior en el tratamiento de mayor concentración
de heparina (19%), aunque las diferencias no fueron significativas (p=0.34).

A las 48 horas post-inseminación se observaron valores significativamente inferiores en el
porcentaje total de división y en el de embriones de más de 2 células (15,2% y 5,2%,
respectivamente) en el tratamiento de 5 ug/ml de heparina respecto al de 50 ug/ml (39,4% y
23,4%, respectivamente) y al de 100 ug/ml (34% y 18,3%, respectivamente), no difiriendo
estos dos últimos tratamientos entre sí.

Tabla 2: Efecto de la concentración de heparina en la pre-incubación de los espermatozoides
sobre la tasa de penetración y división de los ovocitos1 (n° de réplicas=7).

píeparina] 17 horas post-inseminación
(ug/ml) % ovocitos penetrados (n°)

n° Total

5 97 32,0
(31)

. 5 0 114 32,5
(37)

100 121 49,6
(60)

2PN

15,5
(15)

14,0
(16)

17,4
(21)

PS

8,3
(8)

6,1
(7)

19,0
(23)

Anorm

6,2
(6)

10,5
(12)

11,6
(14)

48 horas post-inseminación
% embriones (n°)

n° 2 cel

381 10,0
(38)

355 16,1
(57)

394 15,7
(62)

>2
cel

5,2a

(20)

23,4b

(83)

18,3b

(72)

Total
División

15,2a

(58)

39,4b

(140)

34,0b

(134)

Ovocitos penetrados: 2PN= 2 pronúcleos + cola del espermatozoide, PS= poliespermicos, Anorm= fecundados
de forma anormal.
Embriones: 2cel= embriones de 2 células, >2cel= embriones de más de 2 células.
a,b: diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas p<0.05.
*: valores expresados como frecuencia.

Experiencia 3

Motilidad, vitalidad y estado acrosomal

Los resultados referentes a las características seminales estudiadas en esta experiencia se
muestran en la figura 3.
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Figura 3: Efecto del tiempo de pre-incubación de los espermatozoides con la heparina (50
fig/ml) sobre el porcentaje de (a) motilidad, (b) vitalidad, (c) integridad del acrosoma y (d)
reacción acrosómica verdadera.
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El tiempo de pre-incubación (1, 15, 30, 45 y 60 minutos) de los espermatozoides con la
heparina no tuvo ningún efecto en el porcentaje de vitalidad, acrosomas normales y de
espermatozoides vivos reaccionados valorados inmediatamente después de realizar los distintos
tratamientos. Tampoco se observaron diferencias en los resultados obtenidos antes y después
de la pre-incubación. No obstante, el porcentaje de espermatozoides móviles disminuyó
significativamente después de ser pre-incubados durante 30,45 y 60 minutos en comparación
al valor obtenido antes de la pre-incubación (76%) y al resto de tiempos (1 y 15 minutos), a
excepción del de 30 minutos que no difirió de ninguno de los tratamientos (ver figura 3).

Tampoco se observaron diferencias significativas, en ninguno de los parámetros valorados a
las 17 horas de la inseminación, entre los espermatozoides que habían sido sometidos a
distintos tratamientos.

Tasas de penetración y división

Los resultados referentes a la tasa de penetración y división de los ovocitos de esta
experiencia se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Efecto del tiempo de pre-incubación de los espermatozoides con la heparina (50
ug/ml) sobre la tasa de penetración y división de los ovocitos1 (n° de réplicas=4).

Tiempo
Pre-

incubación
(minutos)

1

15

30

45

60

17 horas post-inseminación
% ovocitos penetrados (n°)

n° Total

29 62,1
(18)

71 42,3
(30)

73 61,6
(45)

85 41,2
(35)

76 47,4
(36)

2PN

31,0
(9)

22,5
(16)

24,7
(18)

14,1
(12)

17,1
(13)

PS

10,3
(3)

7,0
(5)

20,6
(15)

15,3
(13)

9,2
(7)

Anorm

20,7
(6)

12,7
(9)

16,4
(12)

11,8
(10)

21,1
(16)

48 horas post-inseminación
% embriones (n°)

n° 2 cel

78 6,4*
(5)

201 5,5b

(U)

209 12,4a

(26)

222 14,9a

(33)

197 16,2a

(32)

>2
cel

17,9
(14)

20,4
(41)

18,2
(38)

15,3
(34)

14,7
(29)

Total
División

24,4
(19)

25,9
(52)

30,6
(64)

30,2
(67)

31,0
(61)

Ovocitos penetrados: 2PN= 2 pronúcleos + cola del espermatozoide, PS= poliespérmicos, Anorm= fecundados
de forma anormal.
Embriones: 2cel= embriones de 2 células, >2cel= embriones de más de 2 células.
a,b: diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas p<0.05.
': valores expresados como frecuencia.
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No se observó ningún efecto del tiempo de pre-incubación sobre la tasa de fecundación y
formación de los 2 pronúcleos a las 17 horas de la inseminación. Tampoco se apreciaron
diferencias significativas en el porcentaje total de ovocitos divididos ni en el porcentaje de
embriones de más de 2 células valorados a las 48 horas de la inseminación. No obstante, sí
se observaron diferencias en la proporción de embriones de 2 células, siendo este valor
máximo cuando los espermatozoides fueron pre-incubados durante 1 hora en heparina (16,2%)
y mínimo cuando lo fueron durante 15 minutos (5,5%).

DISCUSIÓN

Como se puede observar en el presente trabajo, la utilización de heparina en la pre-incubación
de los espermatozoides aumentó significativamente la tasa de penetración y división de los
ovocitos de cabras prepúberes respecto al tratamiento sin heparina. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Parrish y col. (1984, 1985a,b), quienes originalmente introdujeron la
heparina en los sistemas de FIV bovina. Un incremento de la tasa de FIV de los ovocitos
inseminados con espermatozoides congelados bovinos tratados con heparina ha sido observado
por numerosos autores como Lu y Gordon (1988), Leclerc y col. (1992) o Saeki y col. (1995).
En el caprino también ha sido observado este efecto beneficioso de la heparina en la
capacitación in vitro de espermatozoides y en la FIV (Younis y col., 1991; Ling y col., 1992;
Cox y col., 1994, 1995).

La presencia de heparina, la dosis y el tiempo de preincubación de los espermatozoides con
la heparina han sido considerados factores importantes que afectan la fecundación y división
in vitro (Fukui y col., 1990). De hecho, Parrish y col. (1988) demostraron que la heparina
induce la capacitación de los espermatozoides de manera dosis-dependiente. También Lu y
Gordon (1988) demostraron que la tasa de fecundación incrementaba a medida que la
concentración de heparina aumentaba en el medio de pre-incubación de espermatozoides
bovinos congelados en un rango de O a 100 ug/ml, favoreciendo también la formación de los
2 pronúcleos y la incidencia de poliespermia. Este mismo efecto ha sido observado sobre la
tasa de fecundación normal, también con semen congelado bovino, por Fukui y col. (1990)
al incrementar la concentración de heparina de O a 100 ug/ml, aunque la tasa disminuía al
utilizar una dosis de 200 ug/ml respecto a concentraciones de 25, 50 y 100 ug/ml,
observándose también un incremento en la incidencia de la poliespermia. Sin embargo, estos
autores no observaron diferencias en la tasa de división entre las diferentes dosis de heparina
utilizadas (25, 50, 100 y 200 ug/ml).

Asimismo, este efecto dosis-dependiente sobre la tasa de fecundación ha sido observado al
añadir la heparina (O, 0.05, 0.1 y 0.2 ug/ml) directamente en el medio de FIV (Marquant-
LeGuienne y col.,1990) también en espermatozoides congelados bovinos. También en el
caprino, Cox y col. (1995) han observado un rápido incremento en la tasa de fecundación al
añadir heparina en el medio de FIV a niveles que variaban entre 2.5 a 10 ug/ml dependiendo
del macho.

En nuestro trabajo la concentración de heparina utilizada en la pre-incubación de los
espermatozoides no afectó significativamente la frecuencia de penetración ni la proporción de
ovocitos normalmente fecundados (2PN). Respecto a la incidencia de la poliespermia, a pesar
de ser bastante superior en los ovocitos inseminados con espermatozoides que habían sido pre-
incubados con la dosis más alta de heparina (100 ug/ml), tampoco se observaron diferencias
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significativas. Esta ausencia de efecto de la concentración de heparina sobre la tasa de
fecundación coincide con los resultados obtenidos en el bovino por Jiang y col. (1991) y por
Saeki y col. (1995), quienes compararon distintas dosis de heparina en el medio de
preincubación (10 y 100 ug/ml) y en el medio de fecundación (1, 10 y 100 ug/ml),
respectivamente. Tampoco en el caprino se observaron diferencias en la tasa de fecundación
con concentraciones de heparina de 10 y 25 ug/ml en el medio de FIV (Cox y col.,1994).

Al contrario de lo observado por Fukui y col. (1990), al analizar los resultados de división
de los ovocitos obtenidos en este trabajo mediante los distintos tratamientos, se observó un
efecto positivo en el porcentaje de embriones que habían superado el estadio de 2 células y
en la tasa total de división con concentraciones de 50 ó 100 ug/ml respecto a la de 5 ug/ml
de heparina, lo que parecería indicar que la cantidad de heparina introducida en el medio de
FIV, en el momento de inseminar los ovocitos, tiene un efecto significativo en el desarrollo
de los embriones. Guyader y col. (1990) examinaron el efecto de la concentración de heparina
en el medio de FIV (rango:0.05-2.0 ug/ml) sobre el desarrollo embrionario, obteniendo el
máximo porcentaje de embriones cuando la FIV ocurría en presencia de 1 ug/ml de heparina.
En nuestro caso, la concentración final de heparina en el medio de FIV era de
aproximadamente unos 0.25, 2.5 y 5 ug/ml, tras añadir 5ul de la suspensión de
espermatozoides que contenía una concentración de heparina de 5, 50 y 100 ug/ml,
respectivamente.

Cuando Parrish y col. (1984) utilizaron por primera vez un pre-tratamiento con heparina (10
ug/ml) de los espermatozoides bovinos para la FIV, el método que utilizaron implicaba una
incubación de 4 horas para espermatozoides frescos y una media hora aproximadamente para
el semen congelado. Desde entonces, numerosos trabajos han sido publicados no sólo para
optimizar la dosis, sino también el tiempo de pre-incubación con heparina (Lu y Gordon,
1988; Fukui y col., 1990), aunque todavía existe una gran heterogeneidad en los tratamientos
descritos en la bibliografía.

En nuestro trabajo no se observaron diferencias significativas en la frecuencia de penetración,
fecundación normal ni poliespermia entre los ovocitos inseminados con espermatozoides que
habían sido sometidos a distintos tiempos de pre-incubación con heparina (1, 15, 30, 45 y 60
minutos), así como tampoco en el porcentaje de ovocitos que superaron el estadio de 2 células
o en el de división total. Tampoco Lu y Gordon (1988) encontraron diferencias en la tasa de
FIV entre tiempos de pre-incubación de 15 y 30 minutos en espermatozoides bovinos
congelados. Por el contrario, Fukui y col. (1990) observaron que periodos de preincubación
de 60 minutos o superiores deprimían las tasas de fecundación respecto a periodos más cortos.
Así como también observaron un efecto del tiempo sobre la tasa de división de los ovocitos
cuando realizaron preincubaciones de O, 15, 30 y 60, presentando este último tiempo una
ligera tendencia a la superioridad.

Sin embargo, diversos laboratorios de FIV no realizan este pre-tratamiento, añadiendo la
heparina directamente en el medio de FIV y obteniendo resultados perfectamente comparables
a los obtenidos con la pre-incubación (Niwa y Ohgoda, 1988; Marquant-LeGuienne y
col., 1990; Cox y col., 1995). Esto, junto con la ausencia de efecto del tiempo de pre-
incubación observado en nuestros resultados, nos sugiere que la introducción de la heparina
directamente en la gota de fecundación podría permitirnos la eliminación de este paso del
proceso de la FIV.
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Por otra parte, el porcentaje de reacción acrosómica espontánea verdadera obtenido después
de realizar los distintos tratamientos no difirió significativamente entre los espermatozoides
pre-incubados en ausencia o presencia de heparina, ni entre los que fueron sometidos a
distintas concentraciones, así como tampoco entre los espermatozoides pre-incubados durante
distintos tiempos.De hecho, Parrish y col. (1985b, 1988) observaron que los espermatozoides
bovinos requerían una incubación con heparina de mínimo 4 horas antes de que los cambios
relacionados con la capacitación fueran detectados mediante la habilidad de los
espermatozoides a sufrir la RA tras una corta exposición a la fosfatidilcolina. Por lo que ha
sido sugerido que los espermatozoides no parecen alcanzar la capacitación durante el periodo
de swim-up y lavado ni incluso después del periodo de pre-incubación con heparina
(generalmente 15 minutos), sino que se capacitarían durante el cultivo con los ovocitos
(Parrish y col, 1986).

En conclusión, al igual que en otras especies, la utilización de heparina como agente
capacitante en los sistemas de FIV de ovocitos de cabras prepúberes produce un aumento
significativo en la tasa de penetración total y formación de los pronúcleos, así como también
mejora la tasa de división de los ovocitos, sin afectar a la incidencia de poliespermia.
Respecto a la concentración óptima de heparina en el medio de pre-incubación, a pesar de no
observarse diferencias en la tasa de penetración entre los distintos tratamientos, los resultados
obtenidos parecen indicar que una concentración de 50 ug/ml es suficiente para mejorar la
división embrionaria, aumentando significativamente la proporción de embriones en estadio
de más de 2 células, así como la de división total, sin incrementar la incidencia de
poliespermia. No obstante, la concentración en el medio de 100 ug/ml de heparina no difirió
en ningún parámetro valorado del tratamiento de 50 ug/ml. Además, la ausencia de efecto del
tiempo de pre-incubación parece indicar que es la concentración de heparina introducida en
el medio de fecundación la que determina la tasa de fecundación y especialmente de división
de los ovocitos.
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CAPITULO 6

ESTUDIO DE LA CONCENTRACIÓN Y EVOLUCIÓN
DE LOS ESPERMATOZOIDES EN LA FTV



INTRODUCCIÓN

El éxito de la fecundación in vitro depende de la maduración del ovocito y de la capacitación
del espermatozoide. El fallo en alguno de estos pasos dará lugar al fracaso de la fecundación.
No obstante, la concentración de espermatozoides, el tiempo de interacción de los ovocitos
con los espermatozoides, el medio utilizado así como otros muchos factores como la
temperatura o el pH pueden interferir en el éxito de la FIV y en el subsiguiente desarrollo
de zigotos.

En un sistema de FIV, una de las principales causas de fracaso es la incidencia de
poliespermia (5% en el hombre, 10-20% en rumiantes, 50% en el cerdo), mucho más elevada
de la que se observa en condiciones naturales (<1%) (revisado por Crozet,1991b). In vivo,
muy pocos espermatozoides están presentes cerca de los ovocitos durante la fecundación
(Cummins y Yanagimachi, 1982), lo que reduce la posibilidad de polispermia. Por el contrario
en la FIV, el gran número de espermatozoides depositados junto a los ovocitos, donde la
relación ovocito/espermatozoide oscila normalmente entre IxlO4 a IxlO6, puede dar lugar a
un aumento de la poliespermia (Crozet, 1984; 1991a; First y Parrish, 1987). Esta necesidad
de inseminar con un gran número de espermatozoides se debe principalmente a que las
condiciones in vitro no permiten mantener la motil i dad de los espermatozoides a baja
concentración, así como también se deba probablemente a que los habituales sistemas de
capacitación in vitro son poco efectivos, obteniéndose un bajo porcentaje de espermatozoides
capacitados (revisado por Crozet, 1991b). No obstante, el número de espermatozoides que
rodean a los ovocitos capaces de fecundarlos es, a menudo, lo suficientemente alto como para
incrementar la probabilidad de que varios espermatozoides penetren la zona pelúcida y
membrana plasmática del ovocito, antes de que éste pueda completar el bloqueo de la
poliespermia (First y Parrish, 1987).

Por otra parte, los ovocitos incubados con una alta concentración de espermatozoides en un
volumen relativamente reducido de medio de fecundación, están expuestos a la acción de los
enzimas hidrolíticos liberados por los espermatozoides moribundos o ya muertos (Brackett,
1992), lo que puede tener un efecto perjudicial en su potencial de desarrollo. Por esta misma
razón, es generalmente aceptado la necesidad de retirar los ovocitos de la suspensión de
espermatozoides muertos o moribundos lo antes posible.

Asimismo, ha sido sugerido que un periodo excesivo de maduración o un prolongado tiempo
de incubación con los espermatozoides puede aumentar la incidencia de la poliespermia,
debido a que el envejecimiento de los ovocitos reduce su capacidad de bloquearla (Cheng,
1985; Pavlok y col., 1988; Crozet, 1991a), por lo que también el tiempo de interacción de los
gametos debe ser controlado. Además, la eficacia para desarrollar este bloqueo es menor en
ovocitos madurados in vitro que en los madurados in vivo (Leibfried-Rutledge y col., 1987).

Sin embargo, las variaciones en la frecuencia de fecundación y desarrollo embrionario debidas
a diferentes tiempos del co-cultivo de los gametos pueden ser también, al menos en parte, una
manifestación de la heterogeneidad del tiempo requerido por los espermatozoides
individualmente para completar la capacitación (Parrish y col., 1988b) o de la necesidad de
un tiempo adicional para la consecución de la maduración citoplasmática de los ovocitos. Por
lo que el tiempo óptimo de interacción entre los gametos puede variar también en función de
la interacción de varios factores como la eficacia del sistema de capacitación y fecundación
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e incluso del sistema de maduración in vitro, así como las diferencias existentes entre
eyaculados y machos.

No obstante, a pesar de haber sido demostrado que existen diferencias individuales entre
machos en el tiempo requerido para la capacitación (Parrish y col., 1988b) y por lo tanto para
la penetración de los ovocitos, un periodo de co-cultivo de 24 horas proporcionó una
frecuencia de penetración y desarrollo pronuclear equivalente para todos los toros (Leibfried-
Rutledge y col., 1989). Asimismo, algunos autores sugieren que el co-cultivo de los
espermatozoides y los ovocitos durante 24 horas mejora los resultados de división y desarrollo
embrionario respecto a tiempos de co-cultivo inferiores (Younis y col., 1991, Rehman y col.,
1993). De hecho, en el bovino, el tiempo de co-cultivo de los gametos es de generalmente 18-
24 horas (revisado por Grève y Madison, 1991; Brackett y Zuelke, 1993).

Pocos son los estudios realizados sobre los cambios que experimentan los espermatozoides
durante la capacitación y reacción acrosómica inducidas in vitro, siendo estos procesos
valorados generalmente en función de las tasas de penetración obtenidas, lo que puede dar
lugar a errores, ya que existen otros muchos factores que influyen en la penetración de los
ovocitos. El estudio de la evolución de diferentes parámetros seminales a lo largo del proceso
de preparación y FIV, con especial atención a la incidencia de la reacción acrosómica
verdadera espontánea, como método de valoración de la capacitación, podría aportarnos una
estimable información sobre la eficacia de nuestro sistema de capacitación. Asimismo el
estudio comparativo de la incidencia de la reacción acrosómica y la tasa de penetración,
obtenidas a diferentes tiempos de co-cultivo, podría verificar la posible existencia de una
correlación entre ambos fenómenos.

Aunque la reacción acrosómica puede ocurrir independientemente del ovocito, ha sido
demostrado que las envolturas externas del ovocito, cumulus oophorus y zona pelúcida,
pueden inducir la reacción acrosómica en los espermatozoides (revisado por Yanagimachi,
1988, 1994). En la especie humana, De Jonge y col. (1988) observaron que la incidencia de
la reacción acrosómica aumentaba en presencia de complejos cumulus-ovocito, mientras que
Plachot y col. (1984) no observaron este efecto.

Por todo lo anteriormente citado, los objetivos de este trabajo son: 1) determinar la
concentración óptima de espermatozoides en el medio de fecundación que asegure altas tasas
de división y fecundación normal, con una mínima incidencia de poliespermia u otras
anomalías, así como el efecto de las distintas concentraciones sobre la motilidad, vitalidad e
integridad acrosómica de los espermatozoides, 2) estudiar la evolución de diferentes
parámetros seminales a lo largo del co-cultivo de los gametos y su posible relación con la tasa
de penetración y 3) evaluar el efecto de la presencia de los complejos cumulus-ovocito sobre
los parámetros seminales, con especial atención al porcentaje de reacción acrosómica
verdadera.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se realizaron 3 experiencias, en cada una de las cuales, el procedimiento anterior a la
inseminación de los ovocitos se realizó siguiendo la metodología descrita en el apartado
general de material y métodos.
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Experiencia 1

En esta experiencia, se estudió el efecto del número de espermatozoides en la gota de FIV.
Para ello, los ovocitos obtenidos después de 27 horas de maduración se distribuyeron en 4
grupos y se inseminaren con una concentración aproximada de a) 0.5x106, b) 1x106, c) 2x106

y d) 4x106 espermatozoides vivos/mi en mi erogólas de 100 \ú. de medio de fecundación. A
las 24 horas post-inseminación, los ovocitos se separaron de los espermatozoides y se
transfirieron a la monocapa de células de la granulosa, todo ello según la metodología descrita
anteriormente. A las 48 horas de la inseminación se evaluó la división de los embriones.

Experiencia 2

A diferencia de la experiencia anterior, todos los ovocitos fueron inseminados con una
concentración de aproximadamente 4 x 106 espermatozoides vivos/mi en microgotas de 100
\i\ con un total de 14-16 ovocitos/gota.

A continuación, se extrajo un muestra de unos 30 ovocitos aproximadamente a las 2, 4, 6, 8,
10, 12, 16, 20, 24 y 28 horas después de la inseminación y se fijaron para la posterior
valoración de su estadio nuclear. Coincidiendo con la recogida de muestras de ovocitos, se
extrajeron muestras de espermatozoides que habían estado en contacto con los ovocitos.

Experiencia 3

En esta experiencia, grupos de 14-16 ovocitos/gota fueron inseminados con una concentración
de aproximadamente 4 x 106 espermatozoides vivos/mi en microgotas de 100 ul.
Paralelamente se incubaron espermatozoides bajo idénticas condiciones, pero sin la presencia
de los complejos cumulus-ovocito.

Seguidamente, se extrajeron muestras de espermatozoides de las microgotas con o sin ovocitos
a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 24 y 28 horas después de la inseminación para evaluar los
distintos parámetros seminales.

Valoración de los resultados

Tanto la recogida y procesamiento de las muestras de ovocitos como de espermatozoides, a
excepción de estas dos últimas experiencias, se realizaron siguiendo el método descrito en el
apartado general de material y métodos. Además del tratamiento estadístico descrito en el
mismo apartado, se realizaron diferentes correlaciones entre los parámetros obtenidos,
utilizando el mismo programa estadístico que en los anteriores análisis.

RESULTADOS

Experiencia 1

Motilidad, vitalidad y estado acrosomal

Los resultados referentes a las parámetros seminales estudiadas en esta experiencia se
muestran en la tabla 1, no observándose diferencias significativas entre tratamientos en
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ninguno de los parámetros valorados a las 17 horas de la inseminación.

Tabla 1: Parámetros seminales1 (±ES) a las 17 h. post-inseminación según la concentración
de espermatozoides en la gota de fecundación.

CONCENTRACIÓN ESPERMATOZOIDES VIVOS
(xlO'/ml)

0.5 1 2

%móviles 46±6 55±4 55±4 58±4

%vivos 35,6±3,1 52,1±2,0 30,8±2,0 39,8±2,0

%acrosomas
intactos 62,2±4,2 79,9±2,7 65,8±2,7 69,8±2,7

%vivos sin
acrosoma 0,0±0,4 U±0,3 0,3±0,3 0,3±0,3

': valores LSMeans
ES: error estándar de la LSMeans

Tasas de penetración y división

El número de espermatozoides vivos introducidos en las gotas de fecundación en los distintos
tratamientos (a: O.SxlO6, b: IxlO6, c: 2xl06 y d: 4xl06) no afectó significativamente al
porcentaje de ovocitos normalmente fecundados, aunque éste aumentaba a medida que la
concentración era mayor. Tanto la tasa de penetración total como la incidencia de
poliespermia fue significadvamente superior al utilizar concentraciones £ 2x106 de
espermatozoides vivos/mi (Tabla 2).

La tasa de división total y el porcentaje de embriones de 2 células, valorados a las 48 horas
de la inseminación, rae también superior (p=0.001) cuando la concentración de
espermatozoides vivos era igual o mayor a 2xl06. El porcentaje de embriones que superaron
el estadio de 2 células fue significativamente superior en el grupo de ovocitos que fueron
inseminados con una concentración de 4xl06 e inferior en los que se inseminaron con O.SxlO6

de espermatozoides/mi, mientras que los que fueron inseminados con las concentraciones
intermedias no difirieron entre sí, presentando valores que diferían de los de los otros dos
tratamientos.
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Tabla 2: Efecto de distintas concentraciones de espermatozoides vivos en la gota de
fecundación sobre la tasa de penetración y división de los ovocitos1 (n° de réplicas= 4).

Concentración 17 horas post-inseminación
espermatoz. % ovocitos penetrados (n°)

vivos „ _ ,
(xlOVml) n Total

57 7,0a

0.5 (4)

64 9,4a

1 (6)

74 28,4"
2 (21)

83 43,4"
4 (36)

2PN

3,5
(2)

6,3
(4)

9,5
(7)

15,7
(13)

PS

1,8a

(1)

1,6a

(1)

12,2b

(9)

15,6b

(13)

Anorm

1,8
(1)

1,6
(1)

6,8
(5)

12,1
(10)

48 horas post-inseminación
% embriones (n°)

n° 2 cel

191 1,1a

(2)

217 1,8a

(4)

200 11,0"
(22)

219 16,4b

(36)

>2
cel

0,0a

(0)

3,7b

(8)

5,5"
(U)

12,3°
(27)

Total
División

1,1a

(2)

5,5a

(12)

16,5b

(33)

28,8"
(63)

Ovocitos penetrados: 2PN= 2 pronúcleos + cola del espermatozoide, PS= poliespérmicos, Anorm=
fecundados de forma anormal.
Embriones: 2cel= embriones de 2 células, >2cel= embriones de más de 2 células.
a,b,c: diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas p<0.05.
': valores expresados como frecuencia.

Experiencia 2

Motilidad, vitalidad y estado acrosomal

Los resultados referentes a los parámetros seminales estudiadas en esta experiencia se
muestran en la figura 1.

Al comparar los resultados obtenidos después de los diferentes tiempos de inseminación, se
observa como los valores de motilidad, vitalidad e integridad acrosomal disminuyen con el
tiempo presentando diferencias significativas, a excepción del porcentaje de espermatozoides
con acrosoma normal que no difirió estadísticamente (p=0.11). Al correlacionar los parámetros
seminales anteriores con el tiempo, se observaron coeficientes de correlación negativos tanto
con el porcentaje de motilidad (R=-0.55, pO.OOl), con el de vitalidad (R=-0.77, pO.OOOl)
e incluso con el porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto (R=-0.49, p<0.005), lo
que confirma el efecto perjudicial de la duración del co-cultivo sobre los espermatozoides. Por
otra parte, al intentar correlacionar cada uno de estos parámetros con las tasas de penetración
obtenidas en los distintos tiempos de inseminación no se obtuvo ninguna correlación
significativa.
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Figura 1: Evolución del porcentaje de (a) motilidad, (b) vitalidad, (c) integridad del acrosoma
y (d) reacción acrosómica verdadera de los espermatozoides durante el co-cultivo con los
ovocitos.
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La evolución de las distintas categorías de espermatozoides obtenidas mediante la Triple
Tinción, después de diferentes tiempos de co-cultivo con los ovocitos, se muestra en la figura
2. Al analizar estos resultados, sólo se observó un efecto significativo (p<0.0001) del tiempo
de co-cultivo en los porcentajes de espermatozoides vivos con acrosomas y muertos con
acrosoma, mientras que el resto de categorías no se vieron significativamente afectadas. No
obstante, el porcentaje de espermatozoides muertos sin acrosoma aumenta de valores próximos
al 15% en las primeras 8 horas del co-cultivo a valores más cercanos o incluso superiores al
20% en las horas siguientes, aunque no significativamente. Asimismo, a pesar de que el efecto
del tiempo tampoco fue significativo (p=0.0573) en el porcentaje de espermatozoides vivos
reaccionados, se pudo observar una mayor incidencia de reacción acrosómica verdadera
espontánea entre las 8 y 12 horas de la inseminación, con un máximo del 5.7% en los
espermatozoides que habían estado en contacto con los ovocitos durante 10 horas, aunque
tampoco se encontró una correlación significativa entre la incidencia de este parámetro
seminal y las tasas de penetración.

Tasa de penetración

En la figura 3 se muestra la evolución de la de la tasa de penetración de los ovocitos.

La primera evidencia de penetración de los ovocitos (12,7%) fue observada a las 4 horas de
la inseminación. La tasa de penetración incrementó hasta valores próximos y/o superiores al
30% (37,2% a las 12 horas), aunque a partir de las 6 horas de co-cultivo de los gametos las
diferencias observadas ya no eran estadísticamente significativas.

Experiencia 3

Los resultados obtenidos en esta experiencia se muestran en la figura 4.

Al analizar los resultados obtenidos, no se observó ninguna interacción significativa entre el
tiempo y la presencia o ausencia de los complejos cumulus-ovocito sobre la motílidad,
vitalidad y porcentaje de acrosomas intactos.

No obstante, se observó un efecto positivo de la presencia de los complejos cumulus-ovocito
sobre la vitalidad e integridad acrosomal de los espermatozoides incubados (p<0.05 y p<0.01,
respectivamente), mientras que el porcentaje de espermatozoides móviles fue mayor
significativamente (p<0.05) en ausencia de estos complejos.

Tampoco se observó una interacción significativa entre el tiempo y la presencia de complejos
cumulus-ovocito en el porcentaje de espermatozoides vivos reaccionados. Así como tampoco
se observó un efecto significativo de la presencia o ausencia de los complejos sobre este
mismo parámetro, a pesar de que la incidencia de reacción acrosómica verdadera fue superior
en presencia de los complejos cumulus-ovocito. De la misma forma que en la experiencia
anterior, tampoco se observó un efecto significativo del tiempo de incubación de los
espermatozoides (p=0.0502) sobre el porcentaje de espermatozoides vivos reaccionados,
presentando en ambas experiencias una evolución a lo largo del tiempo muy similar.
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Figura 2: Evolución de las distintas categorías de espermatozoides obtenidas mediante la
Triple Tinción durante el co-cultivo con los ovocitos.
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Figura 3: Evolución de la tasa de penetración de los ovocitos a lo largo del co-cultivo.
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Figura 4: Efecto de la presencia de complejos cumulus-ovocito sobre la evolución del
porcentaje de (a) motilidad, (b) vitalidad, (c) integridad del acrosoma y (d) reacción
acrosómica verdadera de los espermatozoides.
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DISCUSIÓN

Los resultados obtenidos en este trabajo, después de comparar distintas concentraciones de
espermatozoides en el medio de fecundación, indican que al aumentar la concentración
espermática se incrementa la incidencia de la poliespermia, así como la tasa de penetración
total, sin afectar significativamente al porcentaje de fecundación normal. No obstante, la tasa
de división de los ovocitos también se vio incrementada significativamente a medida que la
concentración espermática aumentaba. Estos resultados podrían indicar que una parte de los
ovocitos que no se fecundaron normalmente serían capaces de dividirse. Un efecto similar ha
sido descrito por Long y col.(1993) en ovocitos bovinos, quienes sugieren que algunos de los
blastocistos obtenidos podían proceder de ovocitos poliploides, androgénicos o que habían
sido capaces de eliminar los espermatozoides accesorios.

Por el contrario, Ling y Lu (1990), a pesar de no observar diferencias significativas en la tasa
de división con diferentes concentraciones de espermatozoides (0.64, 1.6, 3.2 y 4.8xl06),
observaron un descenso en el número de blastocistos bovinos cuando la concentración excedía
de 1.6x106 espermatozoides, sugiriendo que los ovocitos poliespérmicos que se habían
dividido no fueron capaces de desarrollarse hasta el estadio de blastocisto. De hecho, Iwasaki
y col. (1989) observaron que el número de embriones con anomalías cromosómicas parecía
disminuir a medida que el desarrollo embrionario progresaba, debido a que los embriones con
complementos cromosómicos erróneos detenían su desarrollo.

En nuestros resultados, el incremento en el número de espermatozoides vivos introducidos
en las gotas de fecundación, a pesar de la ausencia de un efecto estadísticamente significativo,
produjo un aumento progresivo en la formación de los 2 pronúcleos. De la misma manera,
también se observó un incremento en el porcentaje de ovocitos penetrados anormalmente, por
lo que el efecto significativo de la concentración espermática observado en el porcentaje total
de penetración no parece deberse exclusivamente al aumento significativo de la incidencia de
la poliespermia. Al intentar reducir la aparición de ovocitos poliespérmicos disminuyendo el
número de espermatozoides, no sólo no se ha mejorado el porcentaje de fecundación normal,
sino que incluso se ha reducido.

En trabajos preliminares (Palomo y col., 1995), con mayores diferencias entre las
concentraciones de espermatozoides utilizadas, al reducir la concentración de 10 a 5x106 de
espermatozoides/mi, el porcentaje de penetración normal aumentó en más del doble y la
incidencia de poliespermia se redujo significativamente casi a una cuarta parte, sin afectar la
tasa de penetración y división. Mientras que al reducir la concentración de 5 a 2x106 de
espennatozoides/ml, los valores de penetración total, fecundación normal y poliespermia
obtenidos fueron muy similares en ambos casos, aunque la tasa de división se redujo
significativamente al inseminar con 2x106 de espermatozoides/mi. Estos resultados
preliminares, junto a los aquí presentados, sugieren que, a partir de una determinada
concentración espermática, el incremento en el número de espermatozoides afecta
negativamente al porcentaje de fecundación normal, además de aumentar la incidencia de
poliespermia.

Numerosos esfuerzos han sido realizados para reducir la poliespermia en los sistemas de FIV,
ya que es la anomalía de la fecundación más frecuente en la mayoría de especies (Saeki y
col., 1991). Sin embargo, todavía no se ha podido determinar con exactitud la concentración
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óptima en cada especie y para cada sistema de FIV. Concretamente en el caprino, la
concentración en el medio de FIV más comúnmente utilizada en los distintos laboratorios ha
sido la de 1x106 de espermatozoides/mi (Younis y col, 1991; Jufen y col., 1991; Martino y
col., 1994, De Smedt y col., 1992; Cox y col., 1994), aunque también han sido utilizadas
concentraciones de 2xl06 (Pawshe y col., 1994), 0.2-2.5xl06 en espermatozoides epididimarios
(Song e Iritani, 1988) e incluso concentraciones de hasta 2xl07 (Chauhan y Anand, 1991).

En el presente trabajo, al comparar concentraciones de 0.5, 1, 2 y 4xl06 de espermatozoides
vivos en la gota de FIV, los resultados obtenidos indican que, en nuestras condiciones, la
concentración óptima parece ser la de 4x106, ya que es la que nos proporcionó las mayores
tasas de penetración total, fecundación normal y división total, a pesar de no diferir
significativamente de las obtenidas con la concentración inmediatamente inferior (2x106).
Tampoco se observaron diferencias en el porcentaje de poliespermia (12.2% y 15.6% para 2
y 4 x 106, respectivamente), presentando valores inferiores a los obtenidos por De Smedt y
col. (1992) en ovocitos de cabras adultas (20%) con una concentración de 1x106. En cambio,
el porcentaje de ovocitos que superaron el estadio de 2 células fue significativamente superior
cuando se utilizó una concentración de 4x106. Esta concentración es bastante superior a la
utilizada por la mayoría de los grupos que trabajan en caprino (De Smedt y col., 1992; Cox
y col., 1994; Younis y col., 1991). Los resultados obtenidos en nuestras condiciones muestran
la necesidad de cuadruplicar (o incluso más) la concentración utilizada por estos autores para
poder obtener resultados comparables, teniendo siempre en cuenta que en nuestro caso
utilizamos ovocitos procedentes de animales prepúberes. Aunque desconocemos las causas,
parece probable que nuestro sistema de capacitación y fecundación in vitro no sea tan efectivo
como el del resto de equipos, lo que podría explicar la necesidad de inseminar con una mayor
concentración de espermatozoides para así proporcionar un número suficiente de
espermatozoides correctamente capacitados y capaces de fecundar un porcentaje aceptable de
ovocitos (Crozet, 1991b).

Al comparar la concentración de IxlO6 de espermatozoides/mi con la de 4x106 en el presente
trabajo, los resultados obtenidos con 4x106 fueron superiores significativamente tanto en el
porcentaje de penetración total (43.4% vs 9,4%) como en el de división total (28.8% vs
5.5%), lo que demuestra que en nuestras condiciones una concentración de IxlO6 es
insuficiente. Como ya describieron First y Parrish (1987), si la capacitación no es eficiente,
muy pocos espermatozoides serán capaces de fecundar ovocitos y la poliespermia no será un
problema, como se ha podido observar en nuestro caso al utilizar concentraciones de ¿. IxlO6

(1.8% y 1.6% para 0.5 y IxlO6 , respectivamente).

También ha sido descrito que la dilución de los espermatozoides provoca una rápida pérdida
de la motilidad y por lo tanto de su poder fecundante. Sin embargo, al valorar las
características seminales tras 17 horas de co-cultivo, no se observó ningún efecto significativo
de la dilución realizada en cada tratamiento sobre la motilidad de los espermatozoides ni sobre
el resto de parámetros valorados. Por lo que las bajas tasas de fecundación obtenidas con las
concentraciones inferiores (0.5 y IxlO6) no parecen deberse a la dilución a la que han sido
sometidos los espermatozoides, sino a la eficacia del sistema de capacitación.

La utilización de altas concentraciones de espermatozoides puede dar lugar a un descenso en
las tasa de fecundación, debido muy probablemente a la exposición de los gametos a
metabolitos y/o productos degenerativos de los espermatozoides (Saeki y col., 1995). Sin
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embargo, en el presente trabajo, este efecto perjudicial no ha sido apreciado. Tampoco se han
observado diferencias significativas entre las distintas concentraciones utilizadas respecto a
los parámetros seminales valorados después de 17 horas de co-cultivo, lo que parece indicar
que la concentración de 4x106 espermatozoides/mi no es excesivamente alta para provocar un
efecto perjudicial en los gametos.

En el presente trabajo, el porcentaje máximo de penetración (37.2%) se obtuvo a las 12 horas
de la inseminación, aunque el tiempo mínimo de co-cultivo en el que se pudo observar
ovocitos fecundados (12,7%) fue de 4 horas, no observándose diferencias significativas en la
penetración entre la máxima obtenida con 12 horas de co-cultivo y tiempos de inseminación
de entre 6 y 28 horas.

En el ovino, Cheng (1985) observó las primeras penetraciones a las 2 horas post-inseminación,
mientras que Crozet (1988), con ovocitos ovulados, observó penetración con un tiempo de co-
cultivo inferior a 2 horas. En el bovino, Saetí y col. (1991) describen la necesidad de un
tiempo mínimo de 3 horas para que se observe la penetración de los ovocitos. No obstante,
también en el bovino se han descrito tiempos superiores como 6 (Xu y Grève, 1988) y 8 horas
(Hyttel y col., 1988), lo que parece reflejar diferencias en la eficacia del sistema de
capacitación. Asimismo, estas diferencias podrían influir en el tiempo necesario para obtener
el máximo porcentaje de penetración. De hecho, Xu y Grève (1988) obtuvieron la máxima
tasa de penetración en ovocitos bovinos con un periodo de 28 horas, mientras que Saeki y col.
(1991) la obtuvieron con 5 horas de co-cultivo. En el ovino, Cheng (1985) obtuvo la máxima
tasa de penetración entre 6-8 horas.También en el caprino, la mayor tasa de penetración ha
sido observada a las 6 horas de la incubación (Cox y col., 1995).

Respecto a la evolución de los primeros estadios de desarrollo in vitro de los ovocitos
penetrados de cabras prepúberes madurados y fecundados in vitro, Mogas (1994) concluyó
que la descondensación de la cabeza del espermatozoide y de la cromatina femenina se
iniciaba entre las 6 y las 8 horas de la inseminación y que el tiempo requerido para que se
completase la formación de los pronúcleos en la mayoría de ovocitos era de 4 a 8 horas más.
Asimismo, observó que las anomalías más frecuentes durante la fecundación fueron la
poliespermia , la poliginia y la asincronía entre el desarrollo de los pronúcleos masculino y
femenino, debido principalmente a una falta de descondensación de la cabeza del
espermatozoide.

Aunque el mantenimiento de la motilidad de los espermatozoides a altos niveles durante la
capacitación y tiempo de co-cultivo ha sido considerado un factor de extrema importancia en
el éxito de la fecundación in vitro (Cheng, 1985), en el presente trabajo no ha sido posible
encontrar una correlación entre el porcentaje de espermatozoides móviles, ni entre el resto de
parámetros seminales valorados al final de los diferentes periodos de co-cultivo, con las tasas
de penetración de los ovocitos. Este resultado puede deberse probablemente a que tanto la
motilidad de los espermatozoides como la vitalidad e integridad acrosómica a lo largo de la
inseminación se han mantenido dentro de un rango aceptable sin llegar a comprometer el éxito
de la fecundación, a pesar de que estos parámetros seminales han ido disminuyendo a lo largo
del tiempo.

Los estadios finales de la capacitación y la inducción de la reacción acrosómica no son
alcanzados generalmente hasta transcurridas algunas horas después de la introducción de los
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espermatozoides en el medio de fecundación. Desafortunadamente en el caprino, no
conocemos el tiempo exacto requerido por el espermatozoide para alcanzar dichos estados ni
el tiempo necesario para penetrar las envolturas del cumulus y la zona pelúcida, y fusionarse
con el ovocito, así como tampoco la proporción de espermatozoides que serán capaces de
fecundar ovocitos. No obstante, podemos afirmar que, en nuestras condiciones, al menos una
población de los espermatozoides puestos en contacto con los ovocitos han sido capaces de
experimentar todos estos fenómenos entre 2 y 4 horas de co-cultivo. De hecho, Parrish y col.
(1988a) demostraron que la capacitación inducida por heparina en espermatozoides bovinos
requería un mínimo de 4 horas de exposición a la heparina para que los cambios de la
membrana plasmática previos a la reacción acrosómica fueran detectados.

Concretamente en el ovino, Crozet (1988) observó, en ovocitos ovulados y fecundados in
vitro, varios espermatozoides con el acrosoma reaccionado unidos a la superficie de la zona
pelúcida, e incluso alguno que ya estaba penetrándola, a las 1.25 horas post-inseminación. En
cambio, Hyttel y col. (1988) no observaron espermatozoides sufriendo la reacción acrosómica
en la superficie de ovocitos bovinos madurados y fecundados in vitro hasta transcurridas 6
horas de la inseminación. A diferencia de estos autores, en el presente trabajo no se ha
realizado un estudio ultraestructural de la fecundación in vitro, por lo que desconocemos el
tiempo exacto en que los espermatozoides sufrieron la reacción acrosómica en la superficie
de la zona pelúcida de los ovocitos antes de ser penetrados.

Sin embargo, se ha estudiado la evolución de la inducción de la reacción acrosómica
espontánea en los espermatozoides que permanecieron en el medio de FIV, después de retirar
los ovocitos a diferentes tiempos. Este estudio permitió observar un incremento' en este
parámetro con el tiempo, hasta alcanzar el valor máximo a las 10 horas de la inseminación,
pero disminuyendo posteriormente hasta obtener a las 28 horas valores inferiores incluso a
los presentados en el inicio del co-cultivo. En el bovino, Fukui (1990) observó que la
proporción de espermatozoides vivos reaccionados aumentaba significativamente a las 3 horas
del inicio de la inseminación de los complejos cumulus-ovocito, obteniendo el valor máximo
de reacción acrosómica verdadera a las 6 horas, porcentaje que fue disminuyendo en las
posteriores observaciones realizadas. Una evolución similar de la reacción acrosómica
verdadera se obtuvo durante la incubación en ausencia de ovocitos de espermatozoides
eyaculados de morueco (Garde y col., 1992) y de espermatozoides de la cola del epidídimo
de ciervo (Cervus elaphus) (Aguado y col., 1994), obteniendo los porcentajes máximos a las
6 horas y a las 6-9 horas, respectivamente. También en la especie humana, se ha demostrado
un incremento en el porcentaje de espermatozoides vivos reaccionados durante las primeras
6 horas de incubación, presentando valores similares durante las siguientes 6 horas (Talbot
y Chacón, 1981).

El retraso observado en nuestro trabajo, respecto a estos autores, en la aparición del porcentaje
máximo de espermatozoides vivos reaccionados podría deberse, a parte de las diferencias
existentes entre especies, a que la capacitación inducida por heparina es retrasada por el efecto
de la glucosa añadida en el medio (Parrish y col., 1989). Parrish y col. (1989) demostraron
que la capacitación de espermatozoides bovinos requería periodos de incubación largos (12
horas) en presencia de heparina y glucosa, lo que podría explicar, al menos en parte, que la
máxima incidencia de reacción acrosómica, en nuestro trabajo, se obtuviera a las 8-12 horas
de la inseminación. Sin embargo, Fukui (1990), quien también utilizó heparina (100 ug/ml)
en presencia de glucosa para inducir la capacitación, no observó este retraso. No obstante,
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este autor también sugirió que la presencia de glucosa en el medio podía ser la responsable
de las bajas tasas de reacción acrosómica obtenidas en su trabajo, indicando que para obtener
resultados satisfactorios en la FIV, cuando la glucosa está presente en el medio, se requeriría
una concentración superior de heparina. Esta sugerencia podría explicar no sólo los bajos
porcentajes de reacción acrosómica obtenidos en nuestro trabajo, sino también el retraso
observado en la aparición del porcentaje máximo, ya que en nuestras condiciones la
concentración de heparina utilizada fue de 50 ug/ml. Sin embargo, a pesar de haber utilizado
en el trabajo anterior la misma concentración de heparina (100 ug/ml) que la utilizada por
Fukui (1990), no podemos confirmar la existencia de este retraso, ya que la incidencia de la
reacción acrosómica sólo se evaluó al inicio y al final del co-cultivo.

En el presente trabajo no ha sido posible correlacionar los resultados de reacción acrosómica
verdadera con la tasa de penetración, lo que parece sugerir o bien que la incidencia de la
reacción acrosómica no es un parámetro útil para predecir la capacidad fecundante de la
muestra de espermatozoides o que el número de experiencias realizadas ha sido insuficiente
para obtener dicha correlación. No obstante, el hecho de que haya sido observado el
porcentaje máximo de penetración de los ovocitos a las 12 horas de la inseminación y que la
mayor incidencia de reacción acrosómica se consiga entre las 8-12 horas, podría indicar una
cierta relación entre ambos fenómenos. Fukui (1990) observó que el incremento significativo
en el porcentaje de espermatozoides vivos reaccionados entre las 3 y 6 horas de la
inseminación coincidía con la penetración del ovocito por parte del espermatozoide. Sin
embargo, Plachot y col. (1984) y De Jonge y col. (1988) sugieren que no existe correlación
entre los resultados de FIV y el porcentaje de espermatozoides vivos reaccionados que
nadaban libremente en el medio de fecundación, aunque estos autores valoraron la incidencia
de reacción acrosómica al final y no a lo largo del co-cultivo de los gametos.

Por otra parte, se ha sugerido que las subpoblaciones de espermatozoides sufren un ciclo
continuo de evolución que consistiría en espermatozoide no capacitado-capacitado-reacción
acrosómica verdadera-muerte celular (Didion y col., 1989). De hecho, varios autores han
descrito que la muerte espermática sobreviene rápidamente después de haber sufrido la
reacción acrosómica (Fleming y Yanagimachi, 1982; Bedford, 1983, citados por Didion y col,
1989). En el presente trabajo, al estudiar la evolución de las distintas categorías a lo largo del
co-cultivo se observa que a medida que el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma
intacto disminuye, el de espermatozoides muertos con acrosoma también intacto aumenta,
ambos significativamente. Por el contrario, la proporción de espermatozoides reaccionados
tanto vivos como muertos no se ve afectada significativamente. Esto podría ser debido a que,
en nuestras condiciones, la población de espermatozoides vivos reaccionados es tan pequeña
que cuando éstos mueren rápidamente después de haber sufrido la reacción acrosómica, el
porcentaje de espermatozoides muertos reaccionados apenas se ve afectado. No obstante, el
hecho de que los porcentajes de espermatozoides muertos reaccionados aumenten a valores
próximos o superiores al 20% a partir de las 10 horas de co-cultivo coincidiendo con la
máxima incidencia de reacción acrosómica, parece confirmar que en nuestras condiciones este
ciclo de evolución descrito por Didion y col. (1989) también existe, a pesar de no ser
estadísticamente significativo.

En relación al papel de los complejos cumulus-ovocito en la reacción acrosómica de los
espermatozoides, nuestros resultados, a pesar de no mostrar un efecto significativo, parecen
indicar que la presencia de estos complejos incrementa la incidencia de reacción acrosómica
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en los espermatozoides que nadan libres en el medio. Fukui (1990) indica que las células del
cumulus son necesarias para maximizar la incidencia de reacción acrosómica en
espermatozoides congelados bovinos, al comparar los resultados obtenidos en presencia de
complejos cumulus-ovocito con los obtenidos en presencia de ovocitos denudados. También
en la especie humana, De Jonge y col. (1988) observaron porcentajes superiores de
espermatozoides vivos reaccionados cuando eran incubados en presencia de los complejos
cumulus-ovocito que en su ausencia, mientras que Plachot y col. (1984) no observaron
diferencias. No obstante hay que tener en cuenta que ambos equipos observaron la incidencia
de la reacción acrosómica al final del co-cultivo de los gametos (16-17 horas), y no a lo largo
de éste. Asimismo, De Jonge y col. (1988) sugirieron que los componentes celulares que
inducen la reacción acrosómica están asociados a todos los ovocitos, independientemente de
su madurez y capacidad de ser fecundados.

En conclusión, bajo nuestras condiciones, la concentración óptima en la gota de FIV es de 4
x 106 de espermatozoides/mi ya que es la que nos proporciona el mayor porcentaje de
penetración total y normal, con un aceptable nivel de poliespermia, así como también la
mayor tasa de división total y el máximo porcentaje de embriones que han superado el estadio
de 2 células. Respecto a la cinética de la reacción acrosómica en el presente trabajo, se
observa un incremento en la incidencia de espermatozoides vivos reaccionados entre las 8-12
horas de la inseminación, aunque no se ha podido encontrar una correlación significativa entre
este parámetro seminal y la tasa de penetración. Asimismo, la presencia de los complejos
cumulus-ovocito parece favorecer la reacción acrosómica verdadera de los espermatozoides
que nadan libremente en el medio de FIV, no observándose en nuestro caso un efecto
significativo.
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CAPITULO 7

INFLUENCIA DE DISTINTOS PARÁMETROS
SEMINALES SOBRE LA FTV



INTRODUCCIÓN

El método más preciso para valorar la fertilidad del semen es el nacimiento de una cría, sin
embargo requiere tiempo y dinero, y los resultados obtenidos pueden estar influenciados por
multitud de factores dependientes de la hembra e incluso por factores ambientales o de
manejo. Asimismo, la fertilidad de los espermatozoides es una función extremadamente
compleja, que depende de las características espermáticas de movimiento, capacitación,
reconocimiento celular, exocitosis y fusión de membranas, entre otras. Por lo tanto, para poder
evaluar la aportación del semen en el éxito de la fecundación, tanto in vivo como in vitro,
sería necesario la integración de varios métodos laboratoriales que nos permitieran conocer
la cantidad de espermatozoides funcionales y potencialmente fértiles existentes en un
eyaculado o muestra de espermatozoides, previamente a su utilización en la inseminación
artificial (IA) o en la FIV. No obstante, el hecho de que se estén empleando varios métodos
para determinar el poder fecundante de los espermatozoides, nos indica que todavía no existe
un método capaz de predecir eficazmente la fertilidad del semen, a pesar de ser un objetivo
de investigación frecuente, especialmente en el área de la IA. Ha sido sugerido que la
evaluación de la capacitación podría proporcionar un mejor método de predicción de la
fertilidad. Debido a que el proceso de la capacitación de los espermatozoides es difícilmente
apreciable, la detección de espermatozoides vivos reaccionados ha sido el principal método
para la valoración de dicho proceso. Sin embargo, la correlación entre la capacidad fecundante
de los espermatozoides y la tasa de reacción acrosómica espontánea todavía es un tema de
controversia, así como también si esta reacción espontánea es fisiológica (Mortimer y
Camenzind, 1989) o incluso patológica (revisado por Yanagimachi, 1994).

No obstante, dado que la reacción acrosómica es una parte esencial del proceso de
fecundación, y por lo tanto de los resultados de FIV, la distinción de la reacción acrosómica
fisiológica (verdadera), que ocurre en los espermatozoides vivos y móviles, de las
modificaciones degenerativas acrosómicas en los espermatozoides muertos o moribundos
(reacción acrosómica falsa) podría ser de gran importancia para el estudio de la capacitación
y la fecundación in vitro. Desafortunadamente, el estado acrosómico de los espermatozoides
vivos y móviles, sin ningún tratamiento previo, sólo puede ser determinado en aquellas
especies mamíferas que presentan un acrosoma de gran tamaño como los espermatozoides de
cobaya (revisado por Yanagimachi, 1988). Por esta razón se ha desarrollado un gran número
de métodos microscópicos, que incluyen tinciones y pruebas de fluorescencia, con el fin de
poder evaluar conjuntamente el estado acrosómico y la viabilidad de los espermatozoides del
resto de especies.

Entre las distintas técnicas de tinción que nos permiten diferenciar las reacciones acrosómicas
verdaderas de las falsas, se encuentra la Triple Tinción (triple-stain technique, T.S.T.) descrita
por primera vez en humana (Talbot y Chacón, 1981), la cual también ha sido posteriormente
descrita en el caprino (Kusunoki et al., 1984), en el porcino (Vázquez y col., 1989), en el
ovino (Garde y col., 1992), en el bovino (Didion y Graves, 1986) y en el caballo (Varner y
col., 1987), así como en la mayoría de especies de laboratorio e incluso en algunas especies
salvajes como el ciervo (Garde y col., 1994). Esta técnica permite clasificar a los
espermatozoides en cuatro estados o categorías diferentes: l)espermatozoides vivos con
acrosoma intacto (acrosoma teñido de rosa y región post-acrosomal de color marrón muy
pálido .o blanco), 2) espermatozoides vivos que han experimentado la reacción acrosómica
(región acrosomal y post-acrosomal de color marrón muy pálido o blanco), 3) espermatozoides
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muertos con acrosoma intacto (acrosoma teñido de rosa y región post-acrosomal de color
marrón oscuro) y 4) espermatozoides muertos sin acrosoma (región acrosomal y post-
acrosomal de color marrón oscuro).

Los objetivos de este trabajo son: 1) analizar los cambios que experimentan los
espermatozoides durante las diferentes etapas del proceso de la FIV, mediante el estudio de
diferentes parámetros seminales como la motilidad, vitalidad e integridad acrosomal, 2)
estudiar la posible existencia de correlaciones entre estos parámetros y los resultados de
penetración y división de los ovocitos, con el fín de poder determinar qué parámetros
seminales podrían ser utilizados para predecir la capacidad fecundante in vitro de los
espermatozoides y 3) comprobar que la técnica de la Triple Tinción es válida como método
para valorar el estado del acrosoma y la viabilidad espermática en nuestras condiciones.

MATERIAL Y MÉTODOS

Para la consecución de los objetivos anteriormente citados se realizaron un total de 66
experiencias. En cada una de las experiencias, se siguió la metodología descrita en el apartado
general de material y métodos.

Valoración de los resaltados

Tanto la recogida y procesamiento de las muestras de ovocitos como de espermatozoides, se
realizaron siguiendo el método descrito en el apartado general de material y métodos.
Brevemente, el método consistió en lo siguiente:

En primer lugar, se valoró la motilidad masal y volumen de los eyaculados y se mezclaron
a partes iguales con el fín de minimizar la variación entre machos. Se tomó una alícuota de
50 ul de esta mezcla y se diluyó en 2 ml de HEPES-TALP para valorar la motilidad,
vitalidad, integridad acrosomal, morfoanomalías y la concentración espermática mediante una
cámara de Neubauer (muestra inicial).

A continuación y durante las distintas fases del procesamiento de los espermatozoides, se
recogieron alícuotas de la suspensión de espermatozoides inmediatamente después del lavado,
de la pre-incubación con heparina y, por último, tras 17 horas de co-cultivo de los gametos,
con el fín de valorar el porcentaje de espermatozoides móviles, vivos y con acrosoma normal.

Simultáneamente a la toma de muestras de espermatozoides para determinar la viabilidad y
reacción acrosómica mediante la T.S.T simplificada, y con el objetivo de comprobar la
eficacia de esta técnica, se tomaron 2 alicuotas de la misma suspensión de espermatozoides:
una para determinar la vitalidad espermática mediante la tinción de Eosina-Nigrosina
(Hancock, 1951) y otra para valorar el porcentaje de células con acrosoma normal mediante
el uso de la lectina PSA (pisum sativum agglutiniri) marcada con isotiocianato de fluoresceína
(FITC-PSA ).

Para la valoración del estadio nuclear de los ovocitos a las 17 horas de la inseminación, se
extrajo de las gotas de fecundación una muestra de ovocitos que se separaron de los
espermatozoides adheridos por agitación en un medio de citrato sódico al 3% y se fijaron en
ácido acético-etanol (1:3 v/v) para su posterior tinción con lacmoide al 1%. A las 48 horas
de la inseminación se evaluó la división del resto de los embriones.

133



RESULTADOS

Las características iniciales de los eyaculados utilizados en las distintas experiencias obtenidas
tras la determinación de los parámetros seminales anteriormente citados se resumen en la tabla
1.

Motilidad, vitalidad y estado acrosomal

Los resultados de la valoración espermática obtenidos a lo largo de los distintos procesos de
FIV realizados se muestran en las figuras ly 2.

Como ya ha sido observado anteriormente, la realización del swim-up mejora
significativamente todos los parámetros seminales valorados inicialmente, a excepción del
número de espermatozoides vivos que han sufrido la reacción acrosómica, el cual no se ve
afectado. Respecto a la pre-incubación con heparina, no se observa ningún efecto en la
vitalidad de los espermatozoides, pero afecta a la motilidad y al porcentaje de espermatozoides
con acrosoma normal, disminuyendo ambos significativamente. Por último, se observa que
tanto la motilidad y vitalidad como el porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto
disminuyen durante el co-cultivo con los ovocitos, al valorarlos a las 17 horas de la
inseminación, mientras que el porcentaje de espermatozoides vivos que han sufrido la reacción
acrosómica aumenta significativamente en comparación a las etapas previas del proceso de
preparación de los espermatozoides para la FIV.

Respecto al resto de las categorías de espermatozoides determinadas por la T.S.T., se observa
que el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma presenta una evolución muy similar
a la de espermatozoides vivos totales, debido a que el porcentaje de espermatozoides vivos
sin acrosoma es demasiado bajo para afectar significativamente en esta evolución. En
relación a los espermatozoides muertos, se observa que tanto el porcentaje de espermatozoides
muertos con acrosoma como sin acrosoma aumentan significativamente durante el co-cultivo
de los gametos .

Validación de la T.S.T. simplificada con otras técnicas de valoración de la vitalidad y
reacción acrosómica.

Al comparar los resultados obtenidos mediante la T.S.T con los obtenidos mediante la tinción
vital de Eosina-Nigrosina (figura 3) y la técnica de la PSA (Figura 4) para determinar el
porcentaje de espermatozoides vivos y el de acrosomas intactos, respectivamente, se han
obtenido altas correlaciones (R=0.91 y R=0.87, p=0.0001) entre estas técnicas y la T.S.T.. No
obstante, se encontraron diferencias significativas (p=0.0001) entre el número total de
espermatozoides vivos valorado mediante la TST y la tinción de eosina-nigrosina (65.3% y
59.2, respectivamente). Asimismo también se observaron diferencias (p=0.0001) entre el
porcentaje total de espermatozoides con acrosoma intacto valorado mediante la TST y la PSA
(84.2% y 87.1%, respectivamente) (Figura 5).

Por otra parte, también se han encontrado altas correlaciones entre el porcentaje de motilidad
y los porcentajes de vitalidad obtenidos con la tinción de eosina-nigrosina y la triple tinción
(R=0.80 y R=0.79, p=0.0001, respectivamente).
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Correlaciones entre las características seminales y la tasa de fecundación y división de los
ovocitos.

Los resultados (LSmeans±error estándar) referentes a la tasa de fecundación y división de los
ovocitos obtenidos en el total de las experiencias se resumen de la siguiente manera. De un
total 960 ovocitos fijados a las 17 horas de la inseminación, 340 fueron penetrados
(36.2±3.3%), de los cuales 135 fueron fecundados correctamente (14.6±1.6%), 117
poliespérmicos (12.4±1.9%) y 86 presentaban otras anomalías de fecundación (9.0±1.1%). Por
otra parte, de los 2822 ovocitos que se mantuvieron en co-cultivo con células de la granulosa
hasta las 48 post-inseminación, 961 se dividieron (32.8±2.8%), de los cuales 538 habían
superado el estadio de 2 células (18.7±1.7%), mientras que los 423 restantes (14.2±1.3%)
permanecieron en el estadio de 2 células.

Respecto a los diferentes parámetros seminales y las tasas de penetración y división, pocas
han sido las correlaciones estadísticamente significativas encontradas. Además, entre estas
escasas correlaciones, ninguna presentaba un alto coeficiente de correlación (R), el cual osciló
entre valores de 0.27 a 0.32. En las tablas 2 y 3 se muestran los resultados obtenidos tras la
comparación de los parámetros seminales y los porcentajes de penetración y división de los
ovocitos.

Tabla 1: Características seminales iniciales de los eyaculados utilizados en las distintas
experiencias de fecundación in vitro.

Parámetro seminal Ismeans ± SEM

Volumen (mi)* 0.51 ± 0.02

Motilidad masal (0-5)* 3.50 ± 0.08

Concentración (x 109/ml) 4.021 ±0.152

Motilidad individual (%) 64 ± 1

Vitalidad (%) 65.6 ± 1.8

Integridad acrosomal 86.5 ± 0.9

Morfoanomalías 9.1 ±1.8

*Los parámetros señalados se refieren a los resultados obtenidos a parir de los eyaculados
individualmente. El resto de parámetros se valoraron a partir de la mezcla de eyaculados.
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Figura 1: Evolución de los porcentajes de motilidad, vitalidad e integridad del acrosoma de
los espermatozoides durante el proceso de FIV.
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Figura 2: Evolución de las distintas categorías de espermatozoides obtenidas mediante la
Triple Tinción durante el proceso de FIV.
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Figura 3: Recta de regresión entre la triple
tinción (TST) y la tinción de Eosina-
Nigrosina (EN) respecto a la determinación
de la vitalidad de los espermatozoides.

Figura 4: Recta de regresión entre la
triple tinción (TST) y la técnica de la PSA-
FITC respecto a la determinación de la
integridad del acrosoma de los
espermatozoides.
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Figura 5: Efecto de la tinción sobre la determinación de la vitalidad (TST vs EN) y de la
integridad del acrosoma (TST vs PSA-FITC) de los espermatozoides.
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0 ĵ.
03 tó

«j -a
a. K
u [S
'S S
•O 03
_cS Q

4- I'
^ OH
co
o sTJí -S

11
A <Í\

H

(N °

II ^

+ S
Z aa, .«Jts o
.. >n
^ ëS u
« II
A Pi
V

4> C3

ew 3
H* ^oo
C/3
[-H fS

A -0

§ J2
•3 c
o «

':
 v

al
or

ad
o 

m
em

br
io

ne
s 

de



«i
cat-.

.Q
C3

fl*
**"*

O5 C
0 ^0

'o '"
o e> .s0 S
<D 0>

T3 W

/-—v c/cv'™
*2 i
'§ <L>

"0

'S g
s 1.£
•*-»
c« «— '

OO "*

-̂"'̂  ^ vc
<o >•>

C/5 Ci

•- 'C
T3 C3

^jt*

I g
0 oca
c c
'c *°
w "

.liT o
to C
g 'T
f], <U

^ 2

V2 "̂̂o u;
fi g
<L> Vi
C O
U T3
&• g
ü J3

c« >
O
•tí °?

¿s 13
3 C
m -j-
(U C

05 «1

.2 «
2 2
** 'S
g S
C

vc^
;_,

.V2 w
'o ft
.2 on
*3 _Q
fa -^ -o ^

O «5^ u
<*i <u

H &,

OH
—, C
c3 *-O*^ »^
o .«»
0 ^*

^b v
Da

cfl OH

3

'o
es
A tí

C3 ^i—»
S

U

es
NO -J

OH

OT3
OH

QN

,

u ^
+

OH

C p ,

— T2ca 'o
o 2
^ »
^ g

OH DH

Ò
Cili

ü Ó ^— ̂

P o, -5-

c^~ *o ^* r^*
Tt -xf OO VO
ö ö ö o

0 ^ 00 ^0
"I -1 0 00 9 ö ö

es o es es
m ON v~> -^
ö ö ö o

2 c^ o es
d o o o

^r~- o \o oo
C) d d d

r* r- r~ es
o es o o
d 9 d o

vo es es c^
^o »— • ^o es
d d d d

ve m oo r-~
Q es o «— '
d 9 9 9

es ro <r> es
ir> es ON oq
d d d d

ON 00 ^ -xl-
0 -H o °
Ö 0 o 01 1 1

^H rn oo o
ON es r- -̂ r
d d d . d

es oo ĵ. m
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í̂ î i OO vf
vo oo es o
d d d d

p; ro °° es°. o •-: oo9 0 9 0

es es oo »—
f- ON o es
d d d d

m ^ oo o
o o es es
d 9 o ö

es oo o r-oo r- es es
d d ' d d

oo «O £^ ON
O O <M ^-i

d d 9 o

O\ 00 ^H O
vo r^ «n ON
d d d d

O O ^ o
d d d di i i

oo «o ON r-
ON oq vr> oo
d d d d

8 8 S ^2
o d d o

2
""c3 -O

_^ f\ çrt

1 1 11 1

1 1 f 8 <
S •> .S ei DÍ



DISCUSIÓN

La calidad del semen es esencial para el éxito de la FIV, por lo que el análisis de las
características seminales, previo y durante su posterior utilización, podría aportar una
considerable información acerca de los resultados de penetración y división de los ovocitos.
No obstante, se ha de tener en consideración la existencia de otros muchos factores tan o
incluso más determinantes del éxito de la fecundación que la capacidad fecundante de los
espermatozoides.

En términos generales, la calidad espermática de los eyaculados utilizados en el presente
trabajo es ligeramente inferior a la observada por varios autores en la raza Murciano-
Granadina (revisado por MateoRex, 1990), probablemente debido al escaso número de machos
utilizados y a que prácticamente la totalidad de experiencias se realizaron durante las
estaciones de invierno y primavera (fotoperiodo ascendente), consideradas desfavorables para
la calidad seminal en el caprino (Pérez Llano y col., 1991; Roca y col., 1992). No obstante,
al realizar sistemáticamente una selección de los espermatozoides mediante la técnica del
swim-up, todos los parámetros seminales valorados fueron significativamente mejorados, a
excepción del número de espermatozoides vivos con acrosoma reaccionado, el cual no se vio
afectado. El hecho que los espermatozoides móviles seleccionados exhiban la misma tasa de
reacción acrosómica verdadera que los no seleccionados no es de sorprender, ya que la
motilidad y habilidad para reaccionar son dos funciones fisiológicas independientes del
espermatozoide (Plachot y col., 1984).

Otro aspecto a tener en cuenta en la evolución de las características seminales a lo largo de
la preparación de los espermatozoides para la FIV es la pre-incubación con heparina. Mientras
que el porcentaje total de espermatozoides vivos no varió significativamente después de ser
sometidos a la heparina, la motilidad y el porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto
fueron significativamente menores. Aunque desconocemos la causa exacta de este efecto
significativo de la pre-incubación, la subjetividad de la estimación de la motilidad puede haber
interferido probablemente en los resultados obtenidos, teniendo en cuenta que la diferencia
en el porcentaje de motilidad es de sólo un 8%. Asimismo, la diferencia observada en la
integridad del acrosoma (un 2%) parece deberse al aumento significativo observado en el
porcentaje de espermatozoides que una vez muertos han perdido el acrosoma, ya que ni el
porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma ni el de vivos reaccionados se ha visto
afectado por la pre-incubación. El hecho de no observarse un aumento en la proporción de
espermatozoides vivos que sufren la reacción acrosómica verdadera después de la pre-
incubación con heparina parece ser debido a que: 1) la heparina es un agente capacitante más
que inductor de la reacción acrosómica (Parrish y col., 1988), 2) la capacitación inducida por
heparina requiere, al menos en espermatozoides bovinos, un tiempo mínimo de 4 horas de
exposición a la heparina antes de que los cambios de la membrana plasmática relacionados
con la reacción acrosómica sean detectados (Parrish y col., 1988) y 3) la presencia de glucosa
(5mM) en el medio retrasa la capacitación inducida por heparina (Parrish y col., 1989).

Al igual que en el trabajo anterior, los resultados obtenidos a las 17 horas de la inseminación
indican que los espermatozoides mueren durante el co-cultivo con los ovocitos, debido al
tiempo transcurrido y probablemente también a que los espermatozoides que han sufrido la
reacción acrosómica verdadera mueren rápidamente, como se observa en el incremento de los
porcentajes de espermatozoides muertos con y sin acrosoma. Asimismo, en el presente trabajo
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se observa un aumento significativo en la proporción de espermatozoides que sufren la
reacción acrosómica verdadera, confirmando, al menos en parte, la existencia del ciclo
continuo de evolución sugerido por Didion y col. (1989). No obstante, el porcentaje de
espermatozoides vivos reaccionados obtenido a las 17 horas de la inseminación es bastante
bajo, lo que podría ser debido a que las condiciones de cultivo fueran las adecuadas para la
FIV, pero no para el estudio específico de la reacción acrosómica.

Por otra parte, debido a que la reacción acrosómica es un paso esencial en el proceso de la
fecundación y una indicación de que el espermatozoide está capacitado, la habilidad de una
población de espermatozoides de sufrir reacción acrosómica podría estar correlacionada con
su habilidad fecundante, por lo que la utilización de tinciones capaces de discernir la reacción
acrosómica verdadera podría ser de gran interés en los estudios de FIV. Kusunoki y col.
(1984) demostraron que la técnica simplificada de la Triple Tinción descrita para el caprino
era un método perfectamente válido para evaluar simultáneamente la viabilidad y el estado
acrosómico del espermatozoide de macho cabrío.

En el presente trabajo, bajo nuestras condiciones, también hemos podido comprobar que la
Triple Tinción es válida respecto a la determinación de espermatozoides vivos, obteniendo una
alta correlación (R=0.91, p=0.0001) entre esta técnica y la tinción de eosina-nigrosina,
coeficiente muy similar al obtenido por Kusunoki y col. (1984) (R=0.89, pO.OOl) al
comparar las mismas técnicas. No obstante, a pesar de la alta correlación obtenida, el
porcentaje de espermatozoides vivos obtenido con la TST fue significativamente superior al
obtenido mediante la tinción de eosina-nigrosina, lo que parece sugerir que, o bien el azul
Tripan utilizado en la TST causa errores en la clasificación de los espermatozoides viables
(Kawakami y col., 1993), o bien los espermatozoides que son parcialmente teñidos por la
eosina, considerados como no-viables, son realmente viables (Aalseth y Saacke, 1986). Otra
posible explicación también podría ser que la incubación de los espermatozoides con el
colorante de eosina-nigrosina provoque la muerte sistemática de una proporción de los
espermatozoides. No obstante, al comparar los porcentajes de viabilidad de los
espermatozoides, obtenidos con la TST y con la tinción de eosina-nigrosina, y el porcentaje
de motilidad valorada subjetivamente en el microscopio se obtuvieron correlaciones muy
similares (R=0.79 y R=0.80, pO.OOOl, respectivamente).

Respecto a la evaluación del estado acrosomal mediante la TST, también hemos observado
una alta correlación (R=0.87, p=0.0001) entre esta tinción y la técnica de FITC-PSA en la
determinación del porcentaje de espermatozoides con acrosomas intactos. Estos resultados
confirman la validez de la TST, ya que Berger (1990) observó que una técnica basada en
FITC-PSA, similar a la utilizada en nuestro trabajo, se correlacionaba significativamente con
la valoración del estado del acrosoma mediante microscopio electrónico de transmisión (MET)
en espermatozoides caprinos congelados. Sin embargo, también detectó que la FITC-PSA
tendía a subestimar el porcentaje de espermatozoides sin acrosoma, comparada con la técnica
del MET. En el presente trabajo hemos observado diferencias significativas entre el porcentaje
de espermatozoides con acrosoma intacto valorado mediante la TST (84.2%) y el valorado
mediante la FITC-PSA (87.1%), a pesar del alto coeficiente de correlación existente entre
ambas técnicas. Esto parecería confirmar los resultados obtenidos por Berger (1990) respecto
a la fíabilidad de la técnica de la FITC-PSA en espermatozoides caprinos. No obstante, en
todas las técnicas se pueden observar espermatozoides que son difícilmente clasifícables como
reaccionados o intactos. Esto no es un serio problema si el número de espermatozoides
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ambiguos es bajo comparado con el número de espermatozoides de la categoría identificada
(Cross y Meizel, 1989). Sin embargo, en nuestro caso, donde el número de espermatozoides
vivos reaccionados es considerablemente pequeño, el nivel de incertidumbre puede variar
sustancialmente los resultados.

Desafortunadamente, pocos estudios han sido realizados en las especies domésticas sobre la
correlación entre distintos parámetros seminales y las tasas de FIV. Por el contrario,
numerosos esfuerzos se han centrado en el estudio de la predicción del poder fecundante de
los espermatozoides in vivo, obteniendo bajas correlaciones entre los métodos convencionales
de contrastación seminal y la fertilidad (revisado por den Dass, 1992; Boixo, 1994).
Concretamente en el caprino, Berger y col. (1994) observaron que el análisis de la motilidad,
integridad acrosomal y la habilidad de los espermatozoides a sufrir la reacción acrosómica
durante la capacitación in vitro no se correlacionaban con las diferencias en la capacidad
fecundante in vivo del semen congelado utilizado. Sin embargo, Blottner y col. (1990)
sugirieron que la valoración directa de la proporción de espermatozoides que sufren la
reacción acrosómica in vitro facilitada por la incubación con heparina podría ser un posible
indicador de fertilidad in vivo e in vitro en el bovino. Concretamente, estos autores obtuvieron
correlaciones entre el porcentaje de reacción acrosómica inducida tras el tratamiento con
heparina y la tasa de no-retomo (R=0.61, p<0.05) y la tasa de FIV (R=0.62), aunque ésta
última no fue significativa debido al escaso número de ovocitos. También Whitfíeld y
Partóson (1992) obtuvieron una alta correlación (R=0.86, pO.OOl) entre el incremento de la
incidencia de reacción acrosómica y la tasa de no-retomo en el día 90.

En el presente trabajo, al intentar correlacionar las tasas de penetración y división de los
ovocitos con los distintos parámetros evaluados inmediatamente después de mezclar los
distintos eyaculados, los resultados obtenidos demuestran que los análisis convencionales de
la calidad seminal (concentración, motilidad, viabilidad, integridad del acrosoma y % de
morfoanomalías) no parecen tener valor predictive sobre el éxito de la FIV. Estos resultados
parecen indicar que las variaciones observadas en estos parámetros seminales, valorados
inicialmente en las distintas experiencias, están dentro de un rango de valores aceptables sin
llegar a afectar la tasa de FIV. Por otra parte, hay que tener en cuenta que la técnica del
swim-up mejora significativamente estos parámetros, lo que puede explicar también la
incapacidad de estos parámetros iniciales para detectar diferencias en las tasas de fecundación.

El análisis de los valores seminales obtenidos después de realizar el swim-up mostró bajos
coeficientes de correlación (rango= 0.26-0.30), aunque significativos (p<0.05) entre la
motilidad de los espermatozoides y las tasas de penetración total, poliespermia y división de
los ovocitos, tanto en el porcentaje de embriones de 2 y de más de 2 células como en el
porcentaje total de embriones. Resultados muy similares han sido observados en la especie
humana por Duncan y col. (1993), quién encontró una correlación significativa entre el
porcentaje de motilidad valorado en la fracción de espermatozoides móviles seleccionados y
la tasa de fecundación (R=0.32, p<0.001). A pesar de las bajas correlaciones encontradas en
ambos trabajos, estos resultados confirman la importancia de valorar los espermatozoides
después de realizar el swim-up, ya que son los espermatozoides seleccionados los que serán
utilizados para la inseminación de los ovocitos. Así, el análisis de los espermatozoides
seleccionados, más que el de la muestra inicial de semen, parece proporcionar más
información sobre el potencial fecundante de los espermatozoides (Barlow y col., 1991)
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Después de la pre-incubación de los espermatozoides con heparina, ninguno de los parámetros
evaluados se correlacionó con los resultados de FIV. Por otra parte, a las 17 horas de la
inseminación de los ovocitos, las únicas correlaciones significativas observadas fueron entre
la incidencia de reacción acrosómica verdadera espontánea y el porcentaje total de división
y el de embriones que habían superado el estadio de 2 células, siendo también los coeficientes
muy bajos (R=0.32 en ambos casos, p<0.05). Esta baja correlación parece indicar que la
capacidad del espermatozoide de fecundar los ovocitos y la habilidad de sufrir la reacción
acrosómica espontánea son dos funciones independientes del espermatozoide. Por otra parte,
Berger (1990), con semen caprino congelado, no observó correlación significativa entre el
porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma reaccionado valorado tras 12 horas de
incubación y la habilidad de penetrar ovocitos de hámster libres de zona pelúcida. En el
porcino, Vázquez (1991) concluye que el número de espermatozoides que presentan reacción
acrosómica verdadera no está relacionado con la tasa de penetración in vitro de ovocitos
madurados in vivo. Asimismo en la especie humana, algunos autores tampoco han encontrado
ninguna correlación entre el porcentaje de espermatozoides vivos reaccionados que nadan
libremente en el medio y la tasa de FIV (Plachot y col., 1984; De Jonge y col., 1988).

En conclusión, los resultados presentados parecen confirmar que, en nuestras condiciones, las
características iniciales, la evolución a lo largo del proceso y la capacidad de los
espermatozoides de sufrir la reacción acrosómica no son buenos predictores del éxito de la
FIV. Asimismo, las variaciones observadas en todos los parámetros seminales valorados en
las distintas experiencias parecen estar dentro de un rango de valores aceptables que no
influyen sobre la tasa de FIV, lo que parece indicar la intervención de otros factores,
independientes a la calidad seminal, más determinantes de los resultados de FIV de ovocitos
de cabras prepúberes madurados in vitro.
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CAPITULO 8

DISCUSIÓN GENERAL



La realización de distintos métodos de lavado y selección de los espermatozoides para la FIV
no ha influido en la tasa de penetración y división in vitro de los ovocitos, a pesar de haberse
encontrado diferencias significativas en los parámetros seminales estudiados, lo que cuestiona,
al menos en nuestro caso, la necesidad o importancia de lavar y seleccionar los
espermatozoides. De hecho, Martínez y col. (1994) han demostrado que los espermatozoides
de cerdo sufren la capacitación y reacción acrosómica verdadera durante el co-cultivo con los
ovocitos, aún en ausencia de lavados.

En nuestro caso, la simple dilución a la que es sometido el semen durante la preparación de
los espermatozoides, junto a la incubación con heparina, ha sido suficiente para que los
espermatozoides caprinos sean capaces de fecundar, sin que la presencia del plasma seminal
afecte las tasas de FIV. Estos resultados parecen indicar que las mezclas de eyaculados
utilizadas presentan unas características iniciales suficientemente aceptables para no influir
decisivamente en los resultados de FIV, por lo que al mejorar significativamente dichas
características, mediante la realización de métodos como el swim-up, no se observó un
aumento en la tasa de penetración y división embrionaria. Consecuentemente, la necesidad de
realizar una selección de los espermatozoides para su utilización en la FIV podría depender
de la calidad inicial de la muestra. No obstante, el efecto de estos métodos de lavado/selección
y de los parámetros seminales, como los aquí valorados, sobre las tasas de FIV, es todavía
uno de los principales objetivos de investigación, especialmente en la especie humana, donde
ciertos casos de infertilidad podrían ser solventados con el uso de estas técnicas (Ng y col.,
1992).

Por otra parte, ha sido posible confirmar que la utilización de heparina, como agente inductor
de la capacitación de los espermatozoides, estimula la fecundación y división de los ovocitos
de cabras prepúberes madurados in vitro, ya que en su ausencia los resultados obtenidos
fueron significativamente inferiores. Este efecto beneficioso de la heparina ha sido observado
por numerosos autores en el bovino (Parrish y col., 1984,1985; Lu y Gordon, 1988; Leclerc
y col., 1992, Saeki y col. (1995) y en el caprino (Younis y col., 1991; Ling y col., 1992; Cox
y col., 1994, 1995). La ausencia de efecto del tiempo de pre-incubaeión con la heparina
observada en nuestros resultados nos indica la posibilidad de adicionar la heparina
directamente en el medio de fecundación, lo que nos permitiría evitar una manipulación
innecesaria de los espermatozoides. No obstante, la concentración de heparina introducida en
el medio de fecundación sí parece afectar el desarrollo embrionario. De hecho, a pesar de no
observar diferencias en la tasa de penetración entre las concentraciones de heparina utilizadas
en este trabajo, los resultados parecen indicar que una concentración en la pre-incubación de
los espermatozoides de 5 ug/ml de heparina (aprox. 0.25 ug/ml en la gota de FIV) parece ser
insuficiente para que los embriones se desarrollen. Así, al examinar el efecto de la
concentración de heparina en el medio de fecundación (rango:0.05-2.0 ug/ml) sobre el
desarrollo embrionario, Guyader y col. (1990) obtuvieron el máximo porcentaje de embriones
cuando la FIV ocurría en presencia de 1 ug/ml de heparina.

Al comparar concentraciones de 0.5, 1,2 y 4x106 de espermatozoides vivos en la gota de FIV,
los resultados obtenidos indican que, en nuestras condiciones, la concentración óptima es de
4x106, ya que nos proporcionó las mayores tasas de penetración total, fecundación normal y
división total, a pesar de no diferir significativamente de las obtenidas con la concentración
inmediatamente inferior (2xl06). No obstante, el porcentaje de embriones que superaron el
estadio de 2 células fue significativamente superior, cuando se utilizó una concentración de
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4x106. Esta concentración es bastante superior a la utilizada (1x106 espermatozoides/mi) por
la mayoría de los grupos que trabajan en caprino (De Smedt y col., 1992; Cox y col., 1994;
Younis y col., 1991). La necesidad de cuadruplicar (o incluso más) la concentración para
obtener resultados comparables, teniendo siempre en cuenta que en nuestro caso utilizamos
ovocitos procedentes de animales prepúberes, parece indicar que nuestro sistema de
capacitación y fecundación in vitro no es tan efectivo como el del resto de equipos. Esto
podría explicar la necesidad de inseminar con una mayor concentración de espermatozoides
para obtener un número suficiente de espermatozoides correctamente capacitados y capaces
de fecundar un porcentaje aceptable de ovocitos (Crozet, 199Ib).

En nuestras condiciones, al menos una población de los espermatozoides puestos en contacto
con los ovocitos han sido capaces de alcanzar los estadios finales de la capacitación, sufrir
la reacción acrosómica, penetrar la zona pelúcida y fusionarse con el ovocito entre 2 y 4 horas
de co-cultivo. Se han descrito diferentes tiempos mínimos de penetración de ovocitos
madurados in vitro en las distintas especies, como 3 horas (Saeki y col., 1991), 6 horas (Xu
y Grève, 1988) y 8 horas (Hyttel y col., 1988) en el bovino, 2 horas en el ovino (Cheng,
1985) y 1 hora en el caprino (Cox y col., 1995), lo que parece reflejar diferencias en la
eficacia del sistema de capacitación utilizado, además de las propias de cada especie. De
hecho, Parrish y col. (1988a) demostraron que la capacitación inducida por heparina en
espermatozoides bovinos requería un mínimo de 4 horas de incubación para que los
espermatozoides fueran capaces de fecundar.

Respecto a la evolución de la incidencia de la reacción acrosómica espontánea de los
espermatozoides en el medio de FIV, se observó un incremento en este parámetro con el
tiempo, hasta alcanzar el valor máximo a las 10 horas de la inseminación, pero disminuyendo
posteriormente hasta obtener a las 28 horas valores inferiores incluso a los presentados en el
inicio del co-cultivo. En el bovino, Fukui (1990) observó que la proporción de
espermatozoides vivos reaccionados aumentaba significativamente a las 3 horas del inicio de
la inseminación de los complejos cumulus-ovocito, obteniendo el valor máximo de reacción
acrosómica espontánea a las 6 horas, porcentaje que fue disminuyendo en las posteriores
observaciones realizadas. Una evolución similar de la reacción acrosómica verdadera se
obtuvo durante la incubación en ausencia de ovocitos de espermatozoides eyaculados de
morueco (Garde y col., 1992) y de espermatozoides de la cola del epidídimo de ciervo
(Cervus elaphus) (Aguado y col.,1994), obteniendo los porcentajes máximos a las 6 horas y
a las 6-9 horas, respectivamente. También en la especie humana, se ha demostrado un
incremento en el porcentaje de espermatozoides vivos reaccionados durante las primeras 6
horas de incubación, presentando valores similares durante las siguientes 6 horas (Talbot y
Chacón, 1981).

El retraso observado en nuestro trabajo, respecto a estos autores, en la aparición del porcentaje
máximo de espermatozoides vivos reaccionados podría deberse, a parte de las diferencias
existentes entre especies, a que la capacitación inducida por heparina es retrasada por el efecto
de la glucosa añadida en el medio (Parrish y col., 1989). Parrish y col. (1989) demostraron
que la capacitación de espermatozoides bovinos requería periodos de incubación largos (12
horas) en presencia de heparina y glucosa, lo que podría explicar, al menos en parte, que la
máxima incidencia de reacción acrosómica, en nuestro trabajo, se obtuviera a las 8-12 horas
de la inseminación.
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En el presente trabajo no ha sido posible correlacionar los resultados de reacción acrosómica
verdadera con la tasa de penetración, lo que parece sugerir o bien que la incidencia de la
reacción acrosómica no es un parámetro útil para predecir la capacidad fecundante de la
muestra de espermatozoides o que el número de experiencias realizadas ha sido insuficiente
para obtener dicha correlación. Sin embargo, el hecho de que haya sido observado el
porcentaje máximo de penetración de los ovocitos a las 12 horas de la inseminación y que la
mayor incidencia de reacción acrosómica se consiga entre las 8-12 horas, podría indicar una
cierta relación entre ambos fenómenos.

Por otra parte, las bajas correlaciones significativas observadas entre la incidencia de reacción
acrosómica verdadera espontánea, valorada a las 17 horas de la inseminación en la totalidad
de las experiencias realizadas, y el porcentaje total de división y el de embriones que habían
superado el estadio de 2 células parecen indicar que la capacidad del espermatozoide de
fecundar y la habilidad de sufrir la reacción acrosómica espontánea son dos funciones
independientes del espermatozoide. Estos resultados parecen cuestionar el interés de valorar
este parámetro con el fin de poder predecir el éxito de la FIV. De hecho, en el porcino
Vázquez (1991) concluye que el número de espermatozoides que presentan reacción
acrosómica verdadera no está relacionado con la tasa de penetración de ovocitos madurados
in vivo. Asimismo en la especie humana, algunos autores tampoco han encontrado ninguna
correlación entre el porcentaje de espermatozoides vivos reaccionados en el medio y la tasa
de FIV (Plachot y col.,1984; De Jonge y col., 1988). No obstante, la presencia de los
complejos cumulus-ovocito de cabras prepúberes madurados in vitro parece favorecer la
reacción acrosómica verdadera de los espermatozoides. De Jonge y col. (1988) sugirieron que
los componentes celulares que inducen la reacción acrosómica están asociados a todos los
ovocitos, independientemente de su madurez y capacidad de ser fecundados.

Respecto a las características de motilidad, vitalidad e integridad del acrosoma de los
espermatozoides, los resultados parecen confirmar que, en nuestras condiciones, tanto al inicio
como a lo largo del proceso, no son buenos predictores del éxito de la FIV. Asimismo, las
variaciones observadas en todos los parámetros seminales valorados en las distintas
experiencias parecen estar dentro de un rango de valores aceptables que no influyen sobre la
tasa de FIV. Esto parece confirmar que, en nuestras condiciones, la intervención de otros
factores independientes a la calidad seminal son más determinantes de los resultados de FIV
de ovocitos de cabras prepúberes madurados in vitro.
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CAPITULO 9

CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

1- En nuestras condiciones, con machos de probada fertilidad, no es necesario la realización
de técnicas de lavado y selección de los espermatozoides para la obtención de embriones a
partir de ovocitos de cabras prepúberes madurados y fecundados in vitro.

2- La utilización de heparina para la inducción in vitro de la capacitación de los
espermatozoides caprinos incrementa significativamente los resultados de FIV.

3- Las concentraciones altas de heparina (50 y 100 ug/ml) en el medio de pre-incubación de
los espermatozoides proporcionan los mejores resultados de división embrionaria.

4- El tiempo de pre-incubación de los espermatozoides con la heparina no afecta los
resultados de FIV.

5- Una concentración de 4x106 espermatozoides vivos/mi en las gotas de FIV proporciona el
mayor número de embriones que han superado el estadio de 2 células.

6- La incidencia de reacción acrosómica espontánea no está relacionada con la tasa de
penetración.

7- La presencia de los complejos cumulus-ovocito favorece la incidencia de reacción
acrosómica espontánea.

8- Entre las 8 y 12 horas del co-cultivo de los gametos se detecta un incremento en el número
de espermatozoides vivos que sufren la reacción acrosómica espontánea.

9- Los parámetros seminales evaluados (motilidad, vitalidad e integridad del acrosoma) a lo
largo del proceso de preparación de los espermatozoides no influye sobre los resultados de
FIV de ovocitos de cabras prepúberes madurados in vitro.
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