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0. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La fecundacibn es uno de los procesos biologicos descritos mas
fascinantes, y a la vez mas complejos. Esta interaccion entre células altamente
especializadas proporciona un ejemplo unico de muchos procesos celulares
(adhesidén celular especifica, sefales celulares, regulacion de exocitosis,
migracion celular, fusion celular y regulacién del ciclo celular) y convierte dos
células totalmente diferenciadas en un cigoto totipotente capaz de formar todos

los tipos celulares existentes en el organismo (Miller, 2002).

A pesar de la importancia del estudio la fecundacién para controlar la
reproduccién humana, regular la produccion animal y mejorar la conservacion de
especies en peligro de extincion, entre otros fines, los mecanismos y las bases
moleculares implicadas en la interaccion espermatozoide-ovocito permanecen sin
ser conocidos por completo. Los mayores avances se han producido en el
conocimiento de la fecundacion en raton, mientras que la especie humana y los
animales domésticos han sido menos estudiados, con excepciones puntuales
como el caso de la oveja Dolly”. El conocimiento de dichos mecanismos nos
permitiria el desarrollo de nuevas pruebas para diagnosticar las causas de
reducciéon de la fertilidad o terapias para el tratamiento de enfermedades
especificas, mejoras en la calidad de los embriones producidos in vitro y nuevas

alternativas de contracepcion para regular la poblacion humana o las plagas.

La fecundacion es el resultado de numerosos procesos que comienzan con
el transporte de gametos en el tracto reproductor y terminan con la formacion de
los pronucleos y la singamia, para dejar paso al desarrollo embrionario. La
interaccion entre el espermatozoide y el ovocito se produce a tres niveles: la zona

pelucida (ZP), la membrana plasmatica y el citoplasma.

El paso inicial en la interaccibn de gametos es la unién entre el
espermatozoide y la ZP. Aunque dicha union no es completamente especifica de

especie, presenta grandes restricciones (Moller y cols., 1990; Rankin y Dean,



2000; Hoodbhoy y cols. 2005). El espermatozoide se une a esta formidable
barrera y sufre la RA para atravesarla (Yanagimachi, 1994). Numerosos estudios
evidencian que la unién del espermatozoide a la ZP es un proceso mediado por
carbohidratos (Nixon et al., 2001; Wassarman y Litscher, 2001; Wassarman et al.,
2001), pero los oligosacaridos precisos a los que se une el espermatozoide

permanecen bajo debate y pueden variar segun la especie.

Cuando analizamos la interaccion espermatozoide-ovocito homéloga,
(entre gametos de la misma especie) en mamiferos como el cerdo o la vaca,
observamos que la ZP aparece como la estructura implicada en la unién del
espermatozoide e induccidon de la reaccion acrosémica. In vivo entre sus
funciones esta la de prevenir la polispermia mediante mecanismos que provocan
el endurecimiento de la ZP, la proteolisis y la eliminacién de receptores para la
unién de espermatozoides (lwamoto y cols., 1999; Lindsay y Hedrick, 2004). Este
bloqueo se asocia con la reaccion cortical, provocada por la exocitosis del
contenido de los granulos corticales del ovocito, que provoca modificaciones en la
ZP. Sin embargo, los mecanismos moleculares responsables de este bloqueo
siguen siendo un tema sin esclarecer. En la especie porcina son frecuentes las
fecundaciones polispérmicas en fecundaciéon in vitro (FIV), con porcentajes que
oscilan entre el 40 y el 60% de polispermia de forma frecuente cuando el
porcentaje de penetracion es proximo al 100% de los ovocitos (Funahashi vy
Romar, 2004; Chen y cols. 2006). Por otro lado, en la especie bovina, los
porcentajes de polispermia en FIV son menores (10-25 %, Wang y cols., 1997;
Coy y cols., 2005a), aunque también provocan una disminucion del rendimiento

final del proceso.

Hasta ahora se ha considerado que tras la penetracion se produce la
reaccion cortical y liberacion del contenido de los granulos corticales, cuyo efecto
sobre la zona provoca una serie de modificaciones, (“hardening” o
endurecimiento, proteolisis y modificacion de receptores) responsables del
bloqueo de la polispermia. Por lo tanto, una inadecuada liberacion de los granulos

corticales provocaria que los mecanismos de bloqueo de la polispermia no



actuaran eficazmente. Se ha demostrado que en los ovocitos fecundados in vitro
no se produce el endurecimiento de la ZP tras la fecundacién, cuando los ovocitos
porcinos y bovinos han sido madurados in vitro (Coy et al., 2002; 2005a). Sin
embargo, in vivo Wang et al., (1998) demostraron que la ZP de los ovocitos
ovulados recogidos de oviducto presenta una mayor resistencia a la digestién con
pronasa (permaneciendo inalterable tras 2 horas en la solucion de pronasa),
mientras que en los madurados in vitro la ZP era digerida en 2 minutos

aproximadamente.

De este modo se evidencia que en funcién del origen de los ovocitos
(madurados in vitro u ovulados) la ZP puede ser digerida con mayor o menor
facilidad, lo cual es resultado del grado de endurecimiento de la misma. Este
resultado hace plantearse si las condiciones a las que son expuestos los ovocitos
madurados in vivo y ovulados, podria ser la causa del endurecimiento de la ZP

observado en ovocitos ovulados, de forma previa a la fecundacion.

En relacion con las interacciones espermatozoide-ovocito heterdlogas
(entre gametos de diferentes especies), hay publicados numerosos articulos que
cuestionan los dogmas clasicos aceptados por la comunidad cientifica, en relacion

a la estricta especificidad de especie de la unidén entre espermatozoide y ovocito.

Bedford (1977) publico que existia cierto grado de interaccion entre
especies heter6logas a nivel de la unién espermatozoide-ovocito. Sin embargo
plante6 que el espermatozoide humano, era un caso peculiar en el que
aparentemente la unidn respondia a una estricta especificidad de especie.
Posteriormente, se han descrito diferentes casos de interaccion heterdloga entre
espermatozoides porcinos y equinos con ZP bovina (Sinowatz, 2003);
espermatozoides humanos y ZP solubilizada de hamster (Lee y cols., 1987) o
unién de espermatozoides humanos a la molécula Gp273, responsable de la
interaccion en moluscos bivalvos (Delle Monache y cols., 2003; Focarelli y cols.,
2003). De este modo se demuestra que el espermatozoide humano tampoco

responde a una estricta especificidad de especie en la unién a ZP. Algunos de los



casos de interaccion heterdloga espermatozoide-ZP desencadenan la induccion

de la RA, demostrando que no se trataba de una simple interaccién mecanica.

Atendiendo a la ZP, Zhu y Naz (1999) demostraron que existe un alto grado
de homologia entre especies para la secuencia de aminoacidos de la ZP3. Esta
proteina se considera responsable de la union del espermatozoide en diferentes
especies, entre ellas el raton (Wassarman y cols., 2004 ). En el caso del cerdo y
el hombre la homologia a nivel de ZP3 se cifra en el 78,9 % (Zhu y Naz, 1999).
Teniendo en cuenta esto se plantea como una opcion interesante estudiar si es
posible la unién del espermatozoide humano a la ZP porcina, lo cual seria de
utilidad para el estudio de la funcionalidad espermatica humana. El estudio de la
interaccion espermatoide-ZP entre gametos humanos, presenta limitaciones
debido a la dificultad para obtener ZP humana. Por esta razdn numerosos grupos
de investigacion han intentado obtener ZP humana recombinante utilizando
células CHO (cells hamster ovary), habiéndose demostrado en algunos casos que
la proteina recombinante obtenida es funcional Brewis y cols. 1996; Bray y cols,
2002; Chakravarty y cols. 2005), mientras que en otros la proteina no posee la
actividad bioloégica esperada (Rankin y cols., 1998; Martic y cols., 2004).
Recientemente Niy cols. (2006) han publicado los resultados obtenidos utilizando
péptidos de ZP humana recombinante que inducen la RA. De cualquier modo su
uso no se ha extendido a nivel clinico, por lo que sigue siendo de interés buscar

nuevas alternativas al uso de la ZP humana.

Continuando con el estudio de la especificidad de especie, existen lagunas
en el conocimiento de la fecundacion heteréloga utilizando ovocitos libres de ZP.
Si bien los ovocitos de hamster sin ZP pueden ser fecundados por
espermatozoides de numerosas especies, entre ellas la humana (Yanagimachi,
1976), los mecanismos implicados en tal proceso no son totalmente conocidos. El
test de hamster surgié en los afios setenta para evaluar la capacidad de los
espermatozoides de fusionarse al oolema y penetrar ovocitos sin ZP y ha sido
ampliamente utilizado, sin embargo en la actualidad su uso es limitado en los

laboratorios de andrologia, ya que requiere disponer de un animalario con



hembras de hamster a las que hay que inducir la ovulacién y sacrificar para

obtener ovocitos.

Estas limitaciones no se dan si pretendemos utilizar para esta prueba
diagnostica ovocitos de animales domésticos, rutinariamente sacrificados como
animales de abasto en mataderos. El sistema de obtencion de ovocitos vy
maduracion in vitro de ovocitos porcinos esta perfectamente establecido, con
unos resultados excelentes (Funahasi et al., 1997; Coy et al. 2005b). El uso de
ovocitos porcinos madurados in vitro a los que se les elimina la ZP para estudiar
la funcionalidad de espermatozoides humanos es una alternativa al test de
hamster, cuyo uso es hoy dia bastante reducido a nivel clinico por los

inconvenientes que acarrea su uso.

Finalmente, y para completar el estudio de la interaccion heter6loga entre
el espermatozoide humano y el ovocito porcino, se investiga la capacidad del
espermatozoide humano de descondensarse y formar pronucleos en el ovocito
porcino. La capacidad de los espermatozoides para alcanzar este estado es de
vital importancia, por ser requisito indispensable para que se produzca la fusion
de pronucleos y formacion del embridn, mas aun cuando en la actualidad existen
técnicas de reproduccion asistida que introducen el espermatozoide directamente
en el citoplasma, siendo ésta la unica etapa por la que pasa el espermatozoide en
su union con el gameto femenino. Existe alguna referencia (Kim y cols., 1999) que
indica que no existen demasiados requisitos en cuanto a especificidad de especie.
En base a ello, seria importante determinar si los espermatozoides humanos
microinyectados en ovocitos porcinos tienen capacidad de descondensarse y si
esta capacidad se relaciona con su habilidad de hacerlo en ovocitos humanos. En
tal caso seria util como prueba de funcionalidad para muestras que se van a
destinar a la técnica de microinyeccion espermatica (ICSl). Ademas, la posibilidad
de establecer un sistema en el que se produzca la descondensacion del nucleo
espermatico y visualizacidon de los cromosomas, permitiria realizar estudios

cromosomicos de gran importancia genética.



0.1 OBJETIVOS

Teniendo en cuenta las consideraciones descritas, el objetivo general de
este estudio consiste en profundizar en el conocimiento de las interacciones
espermatozoide-ovocito entre gametos de la misma y de diferentes especies con
la finalidad de mejorar el control de la fecundacion, que se podria concretar en: i)
mejoras en el rendimiento de la técnica de fecundacion in vitro disminuyendo la
polispermia presente en FIV en las especies bovina y porcina (objetivo
especifico 1); ii) desarrollo de nuevas pruebas de fertilidad que permitan evaluar
la funcionalidad de espermatozoides humanos utilizando ovocitos procedentes de
hembras de animales domésticas de abasto, en concreto cerdas (objetivo

especifico 2).

En el primer caso, utilizamos el modelo porcino y bovino para ampliar
nuestro conocimiento sobre el papel de la ZP en el bloqueo de la polispermia, ya
que este mecanismo no es completamente eficaz en los actuales sistemas de

fecundacion in vitro empleados para estas especies.

Para estudiar este proceso se plante6: a) corroborar si los ovocitos de
cerda y de vaca ovulados in vivo presentan endurecimiento de la ZP (en
contraposicién a lo que ocurre en raton) y compararlos con los ovocitos
madurados in vitro (MIV), ademas de buscar sustancias o métodos que permitan
provocar dicho endurecimiento en los ovocitos madurados in vitro y comprobar el
efecto de las secreciones oviductales sobre la ZP de ovocitos madurados in vitro y
b) estudiar si existe relacion entre el grado de endurecimiento de la ZP y los

resultados de fecundacion en cuanto a polispermia.

En el segundo bloque, el objetivo consiste en estudiar las interacciones
entre espermatozoide humano y ovocito porcino a nivel de la zona pelucida,
oolema y ooplasma con el fin de desarrollar en el futuro un test de funcionalidad

espermatica aplicable en los centros de reproduccién asistida humana.






1. REVISION BIBLIOGRAFICA

En esta revision se pretende hacer un repaso a los mecanismos implicados
en la interaccion espermatozoide-ovocito conocidos hasta el momento, en
diferentes especies de interés ganadero y en la especie humana. Dichos
mecanismos son de vital importancia, por ser criticos en el proceso de la
fecundacion, y su trascendencia se hace palpable ya que de ellos depende el
éxito de esta funcion.

Un mayor conocimiento de los procesos que ocurren a este nivel, y el
estudio de las condiciones in vivo, podria redundar en una mejora de los
resultados de fecundacion in vitro en las especies porcina y bovina cuya situacion
actual, perspectivas y aplicaciones se revisaran a continuacién. Ademas, las
interacciones espermatozoide-ovocito son el fundamento de un gran numero de
ensayos de funcionalidad espermatica utilizados en la especie humana y en
especies animales, cuyos objetivos son predecir el éxito de la fecundacioén, de los
cuales seran revisados aquellos mas utilizados y de mayor importancia a nivel de
reproduccion asistida.

1.1.INTERACCION ESPERMATOZOIDE-OVOCITO

1.1.1. Preliminares

1.1.1.1. Capacitacién e hiperactivacion

Los espermatozoides de mamifero son incapaces de fecundar el ovocito
inmediatamente después de la eyaculacion y requieren un periodo de incubacion
en el tracto reproductor femenino para adquirir la capacidad de fecundar. Durante
ese tiempo, el espermatozoide sufre un complejo proceso denominado
capacitacién que fue descrito por primera vez, de forma independiente, por Austin
(1951; 1952) y Chang (1951).



La capacitacion es un proceso reversible, que comienza con la eliminacion
de factores unidos al espermatozoide procedentes del plasma seminal y se
considera que acaba cuando el espermatozoide es capaz de responder al

estimulo provocado por los ligandos de la ZP, desencadenando la RA.

Durante dicho proceso se producen cambios bioquimicos en la membrana
plasmatica (Yanagimachi, 1994), que dan lugar a una remodelacién de las
moléculas de la superficie celular, la desestabilizacion de la membrana plasmatica
y la hiperactivacion espermatica, preparando al espermatozoide para que sufra la
RA. Algunos de los cambios bioquimicos que se producen son: disminucién del
numero de moléculas de colesterol presentes en la membrana plasmatica, el
aumento de la concentracién de Ca®" intracelular y AMPc, el aumento del pH
intracelular, variaciones en la concentraciéon de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y modificacion de los patrones de fosforilacion de proteinas {isconti y
Kopf, 1998; Breitbart, 2002).

In vivo, este proceso culmina en el oviducto y su papel en la capacitacion
es obvio, pero aun esta por conocer con detalle como influyen los diferentes
segmentos del oviducto, ya que la mayoria de estudios sobre capacitacion han
sido hechos in vitro (Rodriguez-Martinez y cols., 2001; Hunter and Rodriguez-
Martinez, 2004).

In vitro, la capacitacién puede ser simulada incubando espermatozoides
epididimarios o eyaculados en un medio definido, cuya composicion exacta varia
segun las especies o utilizar fluido oviductal in vitro (Bergqvist y cols., 2006). De
forma general, estos medios estan compuestos de una solucién salina tamponada
gue contiene concentraciones adecuadas de electrolitos, sustancias que aportan
energia, Ca®*, bicarbonato y una fuente de proteina que generalmente es
albumina sérica bovina (BSA), aunque la funcibn de los componentes
mencionados a nivel molecular durante la capacitacién no es totalmente conocida
(Frasery cols., 1995; Visconti y cols., 1999; Fraser, 2006).
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Durante la capacitaciéon, uno de los procesos bioquimicos que se produce
es la desestabilizacion de la membrana plasmatica, lo que provoca un aumento
de la fluidez de la misma. El colesterol de la membrana de los espermatozoides
es el responsable de la estabilidad de la membrana, permitiendo una
permeabilidad i6nica de la misma e insercién y motilidad limitada de las proteinas.
In vitro, la incubacién de los espermatozoides en medios que contienen albumina,
que actua como adsorbente de colesterol (Cross, 1998), o con fluido folicular u
oviductal, favorece la pérdida de colesterol y la consiguiente capacitacion (de
Lamirande y cols., 1997). Algunos autores proponen que esta pérdida de
colesterol es necesaria para la exposicion de determinados antigenos o ligandos,
que interactuan con moléculas de reconocimiento presentes en la ZP Benoff y
cols., 1993). Visconti y Kopf, (1998) sefalan que la pérdida de colesterol esta
relacionada con las sefales que resultan de la fosforilacion de proteinas en

residuos tirosina.

Otro de los procesos bioquimicos descritos que ocurren durante la
capacitaciéon es la modificacion de los patrones de fosforilacion de proteinas,
observandose sobre todo variaciones en la localizacibn de las proteinas
fosforiladas en tirosina, que en el caso de la especie humana van desplazandose
desde el flagelo hacia la region acrosémica (Naz y cols., 1991).

La capacitacién, ademas, se asocia a cambios en los patrones de motilidad
del espermatozoide, fendmeno que se denomina hiperactivacion y consiste en un
patrén de movimientos que se observan en el momento cercano a la fecundacion,
descrito por primera vez por Yanagimachi (1969). Se considera que la
hiperactivacion es critica para la fecundacion (Stauss y cols., 1995), porque
permite al espermatozoide desprenderse de la pared del oviducto, nadar en el
lumen del oviducto o penetrar las células del cumulus oophorus para alcanzar el
ovocito. Este movimiento, aparece bajo diferentes condiciones fisicas y varia
segun las especies, pero basicamente implica un aumento de la amplitud de
batido de Ila cola y movimientos asimétricos (Yanagimachi, 1994).

Presumiblemente, el inicio de la hiperactivacion se debe a una senal que se
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produce en el oviducto en un momento exacto, pero todavia no ha sido
identificada. Sin embargo si se sabe que el resultado final de esta sefial consiste
en la interaccion de los iones Ca®* con el axonema del flagelo, lo que provoca la
hiperactivacion (Cook y cols., 1994). A este nivel actuan las “CatSper1” que
funcionan como canales de Ca®* dependientes de voltaje, y controlan la entrada
de este ion a nivel del flagelo (Carlson y cols. 2003). Aunque la hiperactivacion
ocurre normalmente in vitro a la vez que el proceso de capacitacion, determinados
autores consideran que los mecanismos implicados no coinciden exactamente.
De hecho, en raton y hamster la hiperactivacibn puede ocurrir en ocasiones

independientemente de la capacitacion (DeMott y cols., 1995; Olds-Clarke, 1989).

1.1.1.2. Interaccidén espermatozoide-células del cumulus oophorus

El cumulus oophorus es una estructura que rodea a los ovocitos de
mamiferos y esta formado por un conjunto de células y una matriz extracelular
que une las células entre si. La matriz es rica en acido hialurénico (Salustriy cols.,
1992) y numerosas proteinas han sido identificadas como componentes de la
misma, incluyendo el inter-o. inhibidor de tripsina, un proteinglicano sulfato y la
proteina PTX3 (Relucenti y cols. 2005).

El cumulus oophorus (CO) es atravesado por el espermatozoide, gracias a
su motilidad y a la presencia de hialuronidasa y PH-20 (Meyers y Rosenberger,
1999). Recientemente Kim y cols. (2005) han descrito la presencia de una
proteina, “Hyal5”, que también participa en la penetracion de las células del CO.
Para alcanzar el ovocito y durante la penetracion del CO el espermatozoide
contactara con las células que lo forman, las cuales son capaces de sintetizar
progesterona, en cantidades que en el caso de la especie humana pueden
superar 1ug/ml  (Osman y cols., 1989). Esta concentracion se ha demostrado
efectiva en ensayos in vitro para inducir la RA del espermatozoide, mas aun
cuando la matriz formada por las células del cumulus actia como barrera que

evita la difusion de la progesterona.
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El papel que juega en la fecundacién la progesterona sintetizada por estas
células ha sido debatido, ya que si uno de los requisitos para que los
espermatozoides mantengan su capacidad fecundante es que su acrosoma esté
intacto, la induccion de la RA por la progesterona no favoreceria el éxito de la
fecundacién. Sin embargo, se ha demostrado en diferentes especies (humana,
Morales y cols., 1988; hamster, Myles y cols., 1987) la capacidad que tienen de

unirse a la ZP espermatozoides con el acrosoma reaccionado.

Roldan y cols. (1994) demostraron que la progesterona actua como
inductor o “primer” a nivel de los receptores GABA, preparando al espermatozoide
para su interaccion con la ZP. Recientemente Harper y Publicover (2005) han
demostrado que cuando el espermatozoide se expone a un gradiente de
progesterona, situacién similar a lo que ocurre fisiolégicamente, se observa una
respuesta novedosa; se produce un ligero aumento en la concentracidon
intracelular de calcio, de modo que en muchas células las oscilaciones en la
concentracion de Ca®' intracelular se superponen. Las células que manifiestan
este patron no sufren la RA, pero en cambio muestran un patrén de actividad
flagelar asociado con aumentos y descensos de la concentracion de calcio. En
base a estos resultados, los autores proponen que la RA y el batido del flagelo
estan regulados por almacenes de Ca®" diferentes, con mecanismos
independientes que responden frente a distintos agonistas, siendo la
progesterona in vivo responsable de la activacion de las oscilaciones de Ca®" que

regulan el batido flagelar y no de la RA.

A pesar de que la eliminacién de las células del cumulus oophorus de los
ovocitos reduce el éxito de la fecundacion in vitro en la mayoria de mamiferos
(Van Soom vy cols., 2002), en condiciones no fisiologicas es frecuente la
eliminacién de dichas células. En determinadas ocasiones existen motivos que
justifican su eliminacion, como la estandarizacion de las condiciones en que se
realiza la fecundacidon o el estudio de los mecanismos de interaccion

espermatozoide-ZP (Van Soomy cols., 2002).
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1.1.2. Interaccién con la ZP

Una vez atravesadas las células del cumulus oophorus, el espermatozoide
interacciona con el ovocito. Este proceso de interacciéon se produce a tres niveles:
la ZP, que induce la exocitosis del contenido acrosomal, la membrana plasmatica

del ovocito, con la que se fusiona, y finalmente el citoplasma, donde se produce la
descondensacion del espermatozoide (Figura 1).

1.1.2.1. Estructura y composicién de la ZP

La ZP es una estructura porosa de composicion glicoproteica, que esta
formada por un numero variable, segun la especie, de glicoproteinas
denominadas de forma genérica ZP1, ZP2, ZP3 y en algunos casos ZP4, cuyas
principales funciones son la unién del espermatozoide, prevencion de la
polispermia, proteccion del embridon hasta su implantacion y el bloqueo de la
fecundacion heteroespecifica (Yanagimachi, 1994; Wassarman y Litscher, 2001;
Rath y cols., 2006; Tsaadon y cols. 2006). Sin embargo estas funciones atribuidas

clasicamente de forma exclusiva a la ZP son cuestionables en algunos casos.

En otros vertebrados como los peces, anfibios y reptiles, las capas que
rodean al ovocito son denominadas corion, membrana vitelina o membrana
perivitelina, respectivamente. Estas estructuras son similares en grosor y funcion
a las de los mamiferos, por lo que pueden ser referidas colectivamente como ZP
(Spargo y Hope, 2003).

La ultraestructura y funciones de la ZP, al igual que su composicidén
bioquimica y molecular han sido objeto de numerosos estudios en diferentes
especies durante los ultimos 25 afios (Bleil y Wassarman, 1980; Dunbar y cols.,
1994; Wassarman y cols., 2005).
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Figura 1. Representacion esquematica de la adhesién y fusion del espermatozoide con el ovocito.
(Modificado de Primakoff y Myles, 2002). A) Espermatozoide penetrando las células del cumulus
oophorus. B) Union a la ZP (1). Exocitosis del acrosoma (2). Penetracion de la ZP (3). C) Union al

oolema (1). Fusion a nivel del segmento ecuatorial (2).

En algunas especies la ZP esta morfolégicamente estructurada en capas,
observando una diferente asimetria entre la capa interna y la externa Philips y
Shalgi, 1980; Shalgi y Raz, 1997) la cual se pone de manifiesto utilizando lectinas
y anticuerpos especificos para ZP (Avilés y cols. 2000; Sinowatz y cols., 2001).
Estudios mediante microscopia electronica de barrido convencional han mostrado
que la ZP es una estructura porosa, con forma de red y aspecto compacto.
Cuando se utilizan técnicas mas sofisticadas, con alta resolucion, se observa una
estructura de finos filamentos interconectados, con un patrén regular de

alternancia de “amplias y estrechas mallas” (Familiari y cols., 2006).

Diferentes autores han estudiado si existe relacion entre las variaciones
ultraestructurales de la ZP y el estado de maduracién del ovocito, e incluso si
existen diferencias entre ovocitos madurados in vivo e in vitro. Los estudios
indican que la ZP del ovocito inmaduro se caracteriza por tener una apariencia de
red fina poco estructurada con numerosas perforaciones profundas, a diferencia
de la ZP del ovocito maduro que presenta una apariencia de red mejor
estructurada y con perforaciones menos profundas, que posteriormente

desaparecen cuando el espermatozoide se une a la ZP, probablemente por la
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fusién de varias capas de la red de la ZP (Sinowatz y cols., 2001; Funahashi y
cols., 2000). En la especie porcina, Rath y cols., (2005) observaron que los
ovocitos madurados in vitro durante 48 horas presentaban una estructura similar
a los ovocitos inmaduros, con gran numero de poros quizas debido a que la
retraccion de los microfilamentos estaba retrasada o era incompleta, mientras que
los ovocitos madurados sélo durante 24 horas presentaban un aspecto mas
parecido a los madurados in vivo. Sin embargo, a pesar de los resultados
mencionados, Familiari y cols., (2006), apuntan que estos deben ser interpretados
con precaucion, debido a que el procesado de las muestras para microscopia

electrénica provoca artefactos en las mismas.

En cuanto al tamarfio de la ZP, el grosor de la misma en mamiferos varia
notablemente segun la especie: 5um en raton, 13-16 en el cerdo, 20um en la

especie humana y 27um en la vaca (Dunbar y cols., 1994; Pelletier y cols., 2004).

En el ratdén, especie mejor conocida hasta el momento, se describe que la
ZP esta formada por un entramado de fibras, las cuales estan constituidas por las
distintas glicoproteinas {Vassarman y cols. 1996). Las fibras se componen de
dimeros de ZP2:ZP3 unidos entre si por moléculas de ZP1. Sin embargo, Dean
(2004) propone que los filamentos que forman la ZP estdn compuestos por
dimeros de ZP1:ZP3 y ZP2:ZP3.

Diferentes estudios sobre la ZP muestran que esta compuesta
principalmente por glicoproteinas sulfatadas (Bleil y Wassarman, 1980) con
algunas diferencias especificas de especie (Green, 1997; Avilés y cols., 2000).
Ademas, la ZP contiene receptores para la unioén de espermatozoides, los cuales
restringen la uniébn de espermatozoides de especies heterologas, sin embargo,
existen referencias que demuestran que no siempre esa especificidad funciona de
forma estricta Bedford, 1977; Lee y cols., 1987; Sinowatz y cols., 2003; Delle
Monache y cols., 2003).
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Como ya hemos mencionado, en la mayoria de especies son tres las
glicoproteinas que conforman la ZP, aunque recientemente se ha descrito la
presencia de una cuarta proteina en la ZP humana (Lefievre y cols., 2004), en la
ZP de rata Hoodbhoy y cols., 2005) y en la ZP de hamster (Jiménez-Movilla,
2005; “Genbank” bankit821091, DQ838550).

Las glicoproteinas de la ZP son el producto de tres familias de genes
mayores, denominados ZP A, ZP B y ZP C de acuerdo al tamafo de sus ADN
mensajeros (Harris y cols., 1994). Los genes que codifican las proteinas de la ZP
de varias especies de mamiferos se han clonado y sus secuencias genéticas
muestran un alto grado de conservacion. Ademas, en diferentes especies, la
estructura de polipéptidos primaria, incluyendo el numero y posicion de la mayoria
de residuos cisteina y potenciales puntos de N-glicosilaciéon, mantiene un alto
grado de conservacion (Harris y cols., 1994). Sin embargo, se observa una
importante diferencia en cuanto a la masa molecular segun las especies, al
parecer debida a la diferente glicosilacion de las proteinas de la ZP (Shalgi y Raz,
1997). Estudios citoquimicos manifiestan variaciones segun la especie en cuanto
a la expresion y distribucion de los azucares terminales a través de la ZP (Avilés y
cols. 1996, 1999, 2000; Jiménez-Movilla y cols. 2004).

Las cadenas de oligosacaridos de las glicoproteinas se clasifican en dos
familias en funcion del tipo de unién entre los oligosacaridos y la cadena
polipeptidica, esto es, oligosacaridos N-unidos y O-unidos ([Benoff, 1997). Todas
las glicoproteinas de la ZP poseen oligosacaridos N-unidos y O-unidos (Noguchi y
Nakano, 1992; Boja y cols. 2003). EI componente glucidico puede llegar a
constituir el 50% de la masa de algunas de las proteinas de la ZP. Ademas, los
carbohidratos juegan un papel fundamental en la interaccidbn espermatozoide-
ovocito (Benoff, 1997; Nakano y Yonezawa, 2001; Dell y cols. 2003).

La organizacién de la ZP en distintas capas, segun se ha comprobado por

microscopia en varias especies, aparece acompafada por una distribucion

espacial de determinados azucares a través del espesor de la ZP. Los patrones
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de union a lectinas en diferentes especies demuestran una alta especificidad
(Sinowatz y cols., 2001a; Avilés y cols. 1994, 2000).

En el cerdo, las glicoproteinas de la ZP se pueden separar mediante
electroforesis en dos componentes con masa molecular de 55.000 y 90.000 Da
(Hedrick y Wardrip, 1987), pero esto solamente se consigue si se han
deglicosilado parcialmente con endo--galactosidasa previamente. El primero de
ellos representa el 80% del total de la proteina, y estda formado por dos
polipéptidos denominados pZPBy pZPC. La actividad de receptor espermatico se
ha atribuido a la pZPB (Yonezawa y cols. 1997) a diferencia del ratdbn que se
atribuye a la ZPC (ZP3).

Los oligosacaridos N-unidos liberados por hidrazinolisis de la fraccion de
peso molecular de 55000 Da se separan en cadenas de carbohidratos neutras
(28%) y acidas (72%) (Noguchi y cols., 1992). Un ensayo de competicion revelo
que la mezcla de las cadenas neutras poseia actividad como receptor

espermatico, mientras que las cadenas acidas no poseian dicha actividad.

1.1.2.2. Funciones de la ZP

La ZP es una estructura con multiples funciones en los mamiferos.
Interviene en numerosos procesos desde la ovulacidon hasta el estadio de

blastocisto eclosionado.

Entre las funciones mas importantes que esta estructura desempefa hasta
el momento de la fecundacién destacan las siguientes: proteccion del ovocito,
regulacion de la interaccion espermatozoide-ovocito estableciendo cierta

especificidad de especie, induccidon de la RA y prevencidn de lapolispermia.
La ZP actua como barrera de proteccion mecanica para el embrion. Las

propiedades fisicas de la ZP no se han estudiado en profundidad, pero se

comprueba de forma practica que se comporta como una estructura sélida con
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cierta elasticidad (Green, 1987). Ademas cuando los ovocitos con la ZP intacta
son sometidos a un vigoroso pipeteo, la ZP se puede romper y fragmentarse sin

pérdida de la estructura esférica de los fragmentos (Green, 1997).

La regulacion de la interaccidbn espermatozoide-ovocito la desempefa
proporcionando receptores para la unién del espermatozoide, haciendo que dicha
unién presente cierta especificidad de especie; por ello también se le atribuye la
funcién de prevenir la penetracion heterdloga. Los receptores espermaticos de la
ZP se revisaran con detenimiento en el apartado de modelos de union

espermatozoide-ZP.

Ademas de su papel en la unién, la ZP también es responsable de la
induccién de la RA. Se reconoce que es la ZP3 la proteina que desencadena la
RA en espermatozoides (Yanagimachi, 1994). Aunque los oligosacaridos de la ZP
son los que se unen al espermatozoide, dichos oligosacaridos o pequefios
glicopéptidos de la ZP3 aislados son incapaces de inducir la RA (Leyton y Saling,

1989), implicando la necesidad de la porcion proteica.

Después de la fecundacion, la ZP es la responsable de evitar la
disgregacion de los blastdmeros, facilitar el transito del embrién a través del
oviducto y prevenir la adhesion de forma prematura del embridén al oviducto y la

superficie endometrial (Nichols y Gardner, 1989).

Ademas la ZP es capaz de proteger al embrion contra determinados
agentes patogenos (bacterias, virus) y toxinas; modula el intercambio de
nutrientes y las sefiales embrio-maternales tempranas (Nichols y Gardner, 1989;
Herrler y Beier, 2000).

El enfoque original para identificar la funcidén de las proteinas de la zona fue
afiadir cada proteina aislada a los espermatozoides y determinar cual podia
unirse al espermatozoide y bloquear competitivamente su union al ovocito. Bajo

estas condiciones solamente la ZP3 aislada de ovocitos no fecundados inhibe de
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forma competitiva la unién de los espermatozoides a la ZP, mientras que ZP1 y
ZP2 no provocan este bloqueo. Esto sugiere que la ZP3 es la proteina de la ZP
donde se une el espermatozoide (Bleil y Wassarman, 1986; Mortillo vy
Wassarman, 1991; Shur y cols. 2006).

Generalmente los estudios hechos con proteinas individualizadas de la ZP
porcina han usado proteinas sometidas a tratamiento enzimatico con
endo-f3-galactosidasa, lo cual se debe tener en cuenta. Aunque la ZP1 porcina
tratada con endo-f-galactosidasa conserva alguna actividad de unién al
espermatozoide, ladeglicosilacion parcial de otras proteinas de zona podria influir
en su actividad como receptor espermatico. Ademas, puede provocar la
eliminacién de algunos oligosacaridos de la ZP1 criticos en la unién del
espermatozoide, que conllevarian una disminucién en la actividad de unién de

dicha molécula (Miller y cols., 2002).

1.1.2.3. Modelos de unién espermatozoide-ZP

A pesar de las numerosas investigaciones llevadas a cabo para conocer las
bases moleculares de la union de espermatozoides a ZP, no existe un modelo

unico aceptado para los mamiferos (Rankin y cols., 2003; Dean, 2004).

Mientras que en el ratdn, que es el modelo mejor desarrollado, se acepta
que los oligosacaridos de la ZP3(ZPC) son los responsables de la union del
espermatozoide, en otros animales, la situacion es menos clara. En el cerdo y en
la vaca hay evidencias de que la ZP3o 0 ZP4 (ZPB ), se une al espermatozoide

(Yurewicz y cols., 1998; Yonezawa y cols., 2001).

Los modelos que postulan la participacion de determinados glucidos O-unidos y
N-unidos como receptores espermaticos implican a las glucosidasas de los
granulos corticales como responsables de la eliminacion de esos glucidos tras la

fecundacién. En raton se propone que los espermatozoides se unen a glucidos
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del tipo O-unidos de la ZP3 y que estos son eliminados después de la
fecundacion (Florman y Wassarman, 1985; Miller y cols., 1992; 1993). Sin
embargo otros estudios evidencian el papel de las cadenas de oligosacarido N-
unidas en la unién del espermatozoide en bovino y porcino (Amari y cols., 2001;

Nakano y Yonezawa, 2001; Yonezawa y cols., 2001).

En el caso de la especie bovina, Amari y cols. (2001) proponen una cadena
con cinco residuos de manosa, del tipo N-unida, como responsable de la unién del
espermatozoide. Sin embargo, recientemente nuestro grupo (Velasquez y cols.,
2006) ha demostrado la implicacién del acido siadlico en la unién del
espermatozoide a la ZP bovina, aunque todavia no se conoce el tipo de

glicoproteina al que esta unido ese acido sialico.

Actualmente se cuestionan los modelos que proponen a los oligosacaridos
como responsables de la unién del espermatoides a la ZP, en vista de los
resultados contradictorios que han sido obtenidos en la ultima década al respecto.
Alternativamente se plantea que la funcion de los oligosacaridos en el proceso de
unién espermatozoide-ZP quedaria restringida al establecimiento de la

especificadad de especie (para revision ver Clark y Dell, 2006).

El modelo supramolecular descrito por el grupo del Dr. Dean propone que
es la estructura supramolecular de las proteinas la que determina la unién del
espermatozoide a la ZP, la cual es modificada por una proteasa liberada desde
los granulos corticales. El mencionado modelo se propone a raiz de los resultados
obtenidos por Rankin y cols. (1998; 2003) utilizando animales transgénicos, en los
que se han introducido los genes de ZP2 y ZP3 humana. Los resultados
demuestran que aunque se expresa ZP2 y ZP3 humana en los ovocitos de raton
no hay unién de espermatozoides humanos, mientras que los espermatozoides

de ratén se unen, incluso después de haberse producido la reaccion cortical.

Segun este modelo, la ZP formada por ZP2 y ZP3 con una disposicion

tridimensional especifica, seria responsable de la capacidad de unién del
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espermatozoide, de modo que segun han descrito diferentes autores (Barros y
Yanagimachi, 1972; Wolf y Hamada, 1977), tras la union de un espermatozoide y
extrusion de los granulos corticales, se produciria una modificacion o ‘“cleavage”
de la ZP2 que provocaria una modificacion de la estructura supramolecular, un
cambio en la conformacién espacial que impediria que se puedan unir mas
espermatozoides. En este modelo, aunque no se descarta la participacion de los
carbohidratos, no seria necesaria su modificacién tras la fecundacién. Este
modelo supramolecular explicaria los resultados obtenidos con ratones en los
que no hay ZP1 y que forman una ZP compuesta de ZP2 y ZP3 la cual, aunque
estructuralmente es defectuosa, continua teniendo la capacidad de unir
espermatozoides, siendo los ratones *knockout” de ZP1 fértiles (Rankin y cols.,
1999).

1.1.2.4. Especificidad de especie en la uniéon a ZP

Desde tiempos inmemoriales se conoce que existen hibridos de
determinadas especies de mamiferos, por ejemplo las mulas, que son viables. Sin
embargo, la existencia de barreras que impiden la fecundacion entre diferentes
especies es una evidencia, que comienza en el acoplamiento entre macho y
hembra, acabando en la interaccion espermatozoide-ovocito. En la fecundacion
in vitro, donde las demas barreras se han suprimido, es la interaccién

espermatozoide-ovocito la que tiene mayor importancia.

Aunque la unién espermatozoide-zona no es completamente especifica de
especie, si se sabe que presenta grandes restricciones de especie Schmell y
Gulyas, 1980; Moller y cols., 1990; Rankin y Dean, 2000; Hoodbhoy y cols., 2005).
El espermatozoide se une a esta formidable barrera y sufre la exocitosis del

acrosoma para atravesarla (Yanagimachi, 1994).
In vitro, se han obtenido fecundaciones heterdlogas interespecie utilizando

ovocitos madurados in vitro (Slavik y cols., 1990; Slavik y Fulka, 1992; 1999)

aunque se trata de casos aislados. Sin embargo, se ha descrito la penetracion de
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espermatozoides de diferentes especies en ovocitos sin ZP de especies
heterélogas (Yanagimachi y cols., 1976; Gardon y cols., 2001; Zhao y cols.,
2002).

Se admite que la ZP es la principal barrera que impide la fecundacion
interespecifica (Yanagimachi, 1994; Hoodbhoy y cols. 2005; Florman y Ducibella,
2006), aunque las secreciones oviductales también han sido implicadas en el
establecimiento de la especificidad de especie (Wang y cols, 1998; Slavik y Fulka,
1999). Una de las pruebas de que la ZP actua como barrera, es que cuando esta
se elimina, los ovocitos pueden ser penetrados por espermatozoides de
numerosas especies heterdlogas (Yanagimachi y cols., 1976; Gardon y cols.,
2001; Zhao y cols., 2002).

Existen referencias bibliograficas que demuestran que es posible observar
interacciones heterologas espermatozoide-ZP. Sinowatz y colaboradores (2003)
observaron union e induccion de la RA en espermatozoides porcinos y equinos
con ZP bovina. En la especie humana, Lee y colaboradores (1987) comprobaron
que la ZP de ratdén solubilizada mediante tratamiento con acido inducia la RA en
espermatozoides humanos. También se ha demostrado que una molécula
denominada Gp273, responsable de la interaccidon espermatozoide-ovocito en un
molusco bivalvo, tiene capacidad de unirse a espermatozoides humanos e inducir
la RA (Delle Monache, 2003).

Estos datos sugieren que una estricta especificidad de especie en la unién
primaria no debe existir, al menos en todas las especies (Focarelli y cols., 2001).
Hartmann (1983) ya sugiri6 que bajo condiciones in vitro, la especificidad de
especie en las interacciones espermatozoide-ZP podria ser menos restrictiva,
quizas por la ausencia de interaccion entre los ovocitos y las secreciones
oviductales implicadas en el establecimiento de la especificidad (Slavik y Fulka,
1999).
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1.1.2.5. Receptores del espermatozoide y la ZP

Un gran numero de receptores espermaticos para proteinas de la zona han
sido estudiados, pero su mecanismo de accion sigue sin conocerse totalmente.
Identificar los receptores de las proteinas de la zona se ha demostrado que es
mas complicado que determinar sus ligandos en la ZP, probablemente por la gran
complejidad de la superficie espermatica en comparacién con la ZP (Thaler y
Cardullo, 1996). Varios receptores han sido aislados basandose en su afinidad
por la ZP. En el raton, Bleil y Wassarman (1990) demostraron la existencia de una
molécula denominada “sp56”, con afinidad por la ZP (Kim y cols. 2001).
Posteriormente se ha comprobado la existencia de dicha molécula a nivel de la
membrana acrosomal externa, y su afinidad por las cadenas de oligosacaridos de
la ZP reconocidas por el espermatozoide (Cheng y cols., 1994). En la especie
porcina se ha descrito la existencia de zona adhesinas, proacrosina, sp38, P47 y
un grupo de proteinas llamadas espermadhesinas basandose en su afinidad por
la ZP, aunque los ligandos de zona especificos para este grupo de moléculas no

se conocen (Hardy y Garbers, 1995).

A nivel del espermatozoide una de las moléculas mas estudiadas como
ligando de los receptores de la zona ha sido la 31,4 Galactosiltransferasa (Gal T).
Entre sus funciones se encuentra la que le da nombre, por su capacidad de afiadir
galactosa a las glicoproteinas y glicolipidos con residuos terminales
N-acetilglucosamina. GalT-I como molécula de la membrana plasmatica, puede
actuar como un receptor especifico de glicoproteina incluyendo ZP3 (Miller y cols.,
1992; Shury cols. 2006)

Todos los ligandos conocidos para GalT-1 tienen residuos terminales
N-acetilglucosamina. Sin embargo el terminal N-acetilglucosamina no es
suficiente para que una glicoproteina se una como ligando. Por ejemplo, ZP1 y
ZP2 tienen residuos N-acetilglucosamina como terminales no reducidos pero no

son ligandos para la GalT-I (Miller y cols., 1992).
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La importancia biolégica de la GalT-1 y la adhesién a la ZP3 se ha
comprobado en varios ensayos in vitro. En experimentos usando la ZP intacta, el
bloqueo o eliminacion de los residuos N-acetilglucosamina reduce la unién de
espermatozoides (Lopez y cols.,, 1985). Cuando dichos residuos
N-acetilglucosamina son bloqueados o eliminados de la ZP3 solubilizada, ésta
pierde su capacidad para unir espermatozoides (Miller y cols., 1992). Estos
resultados sugieren que la interaccion entre GalT-1 y ZP3 es necesaria para la
unién entre gametos. Sin embargo, parece no ser totalmente imprescindible, ya
que Rodeheffer y Sur (2004) demostraron la union de espermatozoides a la ZP
utilizando ratones transgénicos sin Gal T-I, aunque el numero de espermatozoides
unidos fue menor, por lo que se sugiere que en ovocitos ovulados existe otro
ligando independiente de ZP3, ademas de Gal T-l, que permite la unién del

espermatozoide a la ZP pero que no participa en la exocitosis del acrosoma.

Ademas se ha identificado otra proteina espermatica que también participa
en la unién del espermatozoide a la ZP denominada SED1 (Ensslin y Sur, 2003),
la cual se une especificamente a la ZP de ovocitos no fecundados, pero no a

ovocitos ya fecundados.

1.1.3. Reaccién acrosOmica

La RA es un proceso que, in vivo, ocurre tras la capacitacion y consiste en
la exocitosis que se produce como consecuencia de la fusién, de la membrana
plasmatica del espermatozoide y la membrana acrosomal externa, provocando la
liberacién del contenido acrosomal y la exposicion de la membrana acrosomal
interna (Yanagimachi, 1994). El tiempo necesario para que se produzca dicho
proceso varia segun las condiciones y la especie. En ratdbn oscila desde
2 minutos, utilizando ZP solubilizada para la estimulacion, hasta 130 minutos con
ZP intacta (Lee y Storey, 1989; Rockwell y Storey, 2000). En humanos, Morales y

cols. (1994) observaron tiempos entre 15y 60 minutos utilizando ZP intacta.
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La RA esta mediada por una compleja interaccion de sefiales celulares, las
cuales incluyen activacién de proteinas quinasas y su consecuente fosforilacion,
activaciéon de canales i6nicos y otros procesos aun por definir (Aitken, 1997;
Breitbart, 1997; 2002; Visconti y cols., 1999; Herrick y cols., 2005), aunque

algunos de estos se describen como caracteristicos del proceso de capacitacion.

Se acepta que la ZP proporciona receptores especificos de especie para la
unién del espermatozoide, sin embargo, desconocemos si la RA es el mecanismo
por el cual se establece la especificidad de especie y también se desconoce el
lugar en el cual ocurre la RA durante la fecundacion en condiciones fisioldgicas

(Kirkman-Brown y cols., 2002).

1.1.3.1. Regulacion del calcio intracelular durante la R.A.

Al igual que en las neuronas, células adrenales y otros sistemas de
exocitosis, un aumento citosélico en la concentracién de Ca®* es suficiente y
necesario para que se produzca la exocitosis del acrosoma, desencadenandose
la RA (Yanagimachi, 1994). Existen dos mecanismos por los cuales la
concentracion citosolica de calcio puede aumentar. El primero mediante entrada
de Ca?* a través de los canales iénicos de la membrana plasmatica, ya que en las
células de mamiferos, la concentracién de Ca?* extracelular (del orden de 1-10
mM) es bastante mayor que los niveles en citoplasma (entorno a 50-100 nM), por
lo que la apertura de dichos canales permite la difusion de Ca?* al interior de la
célula (Burgoyne y Morgan, 1995). El segundo mecanismo que las células utilizan
para aumentar la concentracion citosélica de este ion es mediante la salida de
Ca?* secuestrado en depositos intracelulares, tales como el reticulo
endoplasmatico liso (Berridge, 1997). Se conocen diferentes canales
intracelulares de calcio de este tipo, entre ellos el IP3 R (receptor del inositol

1,4,5 trifosfato), que se ha localizado a nivel de la region acrosomal.
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Aunque existen evidencias de que los espermatozoides movilizan Ca?*
tanto del medio extracelular como de los depdsitos intracelulares, no se conocen
los mecanismos precisos. Existen indicios de que el acrosoma pudiera actuar
como depdsito intracelular de calcio, lo cual ha sido demostrado en raton (Herrick
y cols., 2005).

Se acepta de forma general que durante la RA hay una respuesta
temprana de los canales dependientes de voltaje que provocan un aumento de
calcio inicial de escasa magnitud el cual es seguido de un aumento sostenido de
calcio a través de los ‘SOCs” (store operated channels), pero el proceso que
actua como nexo de unidén permanece sin esclarecer totalmente. Recientemente,
Herrick y cols. (2005) demostraron en raton que es el acrosoma el responsable de
la liberacion del calcio que se produce entre los dos eventos antes citados. El
calcio acumulado a nivel del acrosoma es secuestrado durante el proceso de
capacitacion. Ademas, también afirman que, en el ratdn, el calcio almacenado a
nivel del acrosoma es suficiente para provocar la exocitosis del mismo sin
presencia de calcio extracelular, aunque la movilizacion del calcio podria ser una

combinacion de ambos.

Un modelo para explicar los diferentes mecanismos implicados en el
aumento de calcio intracelular que se produce en el espermatozoide como

consecuencia de su unién a la ZP y que conlleva la exocitosis del acrosoma es el
propuesto por Breitbart y cols. (1997), (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de los mecanismos implicados de RA. (Modificado de
Breitbart y cols. 1997).

En dicho modelo se propone que el espermatozoide se une a la ZP3,
probablemente mediante oligosacaridos, al menos a través de dos receptores
diferentes (indicados con flechas en la Figura 2) a nivel de su membrana
plasmatica. Uno de los receptores (R) esta acoplado a una proteina G, la cual
activa la fosfolipasa C 1 (PLC B4) y podria regular la actividad de la adenilato
ciclasa (AC) para producir AMPc y activar la protein-quinasa A (PKA). Esta PKA
activaria un canal dependiente de calcio situado a nivel de la membrana
acrosomal externa, que liberaria Ca®* desde el interior del acrosoma hacia el
citosol. Este es el primer aumento de Ca?* intracelular, relativamente pequefio, el

cual permite la activacion de la fosfolipasa C (PLCy).
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La activacion de las fosfolipasas PLC 1 (mediante la proteina G acoplada
al receptor R) y la PLCy (mediante el ligero aumento de calcio por movilizacién

desde el acrosoma), generaria la hidrolisis del fosfatidil inositol bifosfato (PIP2)

para formar inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG).

La PKA y el IP3 activarian los canales de Ca®** en la membrana acrosomal
externa provocando aumento de calcio intracelular mediante movilizacion desde el

acrosoma.

Por otro lado el diacilglicerol (producto de la hidrélisis del PIP) activa la
PKC, la cual provoca la apertura de los canales de calcio en la membrana
plasmatica, permitiendo la entrada de Ca®" extracelular al citosol. Como
consecuencia se produce un aumento de la concentracion de Ca?* intracelular y
la concentracion acrosomal disminuye dando lugar a la apertura de los canales de
Ca?" de los almacenes, mecanismo denominado “SOC, store opens channels”, lo
que provoca un aumento sostenido de la concentracién de Ca?* citosélico. Este
fenbmeno “SOC” llamado ‘tapacitative calcium entry” se produce en un gran
numero de células y consiste en que la liberacion de calcio de los depdsitos de la
célula, a su vez también promueve la entrada de calcio extracelular a través de la
membrana plasmatica Berridge y Irvine, 1989). Este mecanismo no se conoce
totalmente, pero se acepta el principio de que la apertura de un canal de calcio en
la membrana plasmatica es debido a la reduccién de calcio en las reservas

internas (Putney, 1990).
1.1.3.2. Fusion de membranas y exocitosis
Hasta el inicio de la RA la membrana acrosomal externa y la membrana
plasmatica se mantienen separadas mediante una estructura de filamentos de

F-actina formada durante la capacitaciéon y dependiente de la activacion de la

protein-quinasa A, fosforilacion en tirosina de algunas proteinas y la activacion de
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la fosfolipasa D (PLD). Esta estructura a modo de “andamiaje” mantiene
separadas ambas membranas, evitando que se fusionen y se libere el contenido

del acrosoma (Breitbart y cols., 2005).

Durante la RA, es necesario que se produzca la despolimerizacion de la
F-actina, por ser un requisito necesario para que la membrana acrosomal externa
y la parte interna de la membrana plasmatica puedan ponerse en contacto

intimamente y fusionarse.

Los altos niveles de Ca?* intracelular (sobre 500nM) que se producen como
consecuencia de la induccién de la RA, segun el modelo antes descrito, provocan
la activacion de proteinas “cortadoras” de actina, que inducen la ruptura de los
filamentos de actina y el desmantelamiento de la estructura de sostén entre
ambas membranas que las mantenia separadas (Breitbart y cols. 2005). Spungin
y cols., en 1995 observaron que la inhibicién de la despolimerizacion de la actina,

mediante el uso de faloidina provoca la inhicion de la RA.
1.1.4. Interaccién con la membrana plasmatica (oolema)

Una vez que el espermatozoide atraviesa la ZP y ha sufrido la RA, el
siguiente proceso es contactar con el ovocito, mediante la interaccion entre
ambas membranas plasmaticas. Tras la RA se provoca una remodelaciéon de la
superficie del espermatozoide, quedando ademas expuesta una nueva superficie
de membrana, la membrana acrosomal interna, que es la que establece el primer
contacto con las microvellosidades del ovocito, segun se ha demostrado en
roedores (Talboty Chacon, 1982). A continuacion se produce la union y fusion
entre la membrana plasmatica del ovocito y la del espermatozoide a nivel del
segmento ecuatorial. Previamente durante la capacitacion se producen
modificaciones entre las que se incluyen el desenmascaramiento de puntos de
unién y el desplazamiento de los sitios de union para permitir la fusion, al igual

que la migracion de proteinas (de Lamirande y cols. 1997).
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Una compleja serie de interacciones moleculares acontecen durante la
interaccién de las membranas de los gametos, que se inicia con una primera
unién o “attachment”. Posteriormente tiene lugar la adhesién celular propiamente
dicha entre los dos gametos, para culminar con la fusion de las dos membranas,
que tiene como resultado la formacién de una célula fruto de la unién de otras dos
(Evans, 2002).

Numerosos estudios, realizados hace décadas y algunos mas recientes,
implican varias moléculas a nivel del espermatozoide y del ovocito como
responsables de la interaccion. Durante los ultimos quince afos, se ha
desarrollado un modelo que sugiere que la union espermatozoide-oolema es el
resultado de la adhesion entre las integrinas existentes a nivel del ovocito y los
ligandos de estas integrinas presentes en el espermatozoide. La identificacion de
las proteinas implicadas es uno de los principales objetivos de numerosos

proyectos de investigacion (Evans, 1999).

Las proteinas espermaticas que han recibido mayor protagonismo como
responsables del proceso presentan homologia con las desintegrinas. Estas
proteinas espermaticas son miembros de una familia de moléculas, conocida
como ADAM (A Disintegrin And a Metalloprotease) o MDC (Metalloprotease,
Disintegrin, Cysteine-rich) entre las que destacan la proteina 1 secretora rica en
cisteina (CRISP1) y las proteinas de la familia ADAMs fertilina oo 6 ADAM1;
fertilina B 6 ADAM2 y ciritestina 6 ADAM3). Ademas se ha descrito la existencia
de una familia de proteinas tipo inmunoglobulinas, denominas ‘1zumo” que son
necesarios para que se produzca la fusién. Inoue y colaboradores (2005)
obtuvieron ratones sin el gen 1zumo” y comprobaron que los espermatozoides
que producian eran aparentemente normales, con capacidad para unirse y
penetrar la ZP, pero eran incapaces de fusionarse con el oolema de ovocitos de

hamster sin ZP.
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Respecto al ovocito, las proteinas que se consideran implicadas en esta
interaccion son denominadas integrinas (a1 y otras) y tetraspaninas (CD9)
(Evans, 2002; Kaji y Kudo, 2004). Sin embargo, He y colaboradores (2003) de
acuerdo a los resultados que obtuvieron afirman que ninguna de las proteinas
ADAM o integrinas presentes en ratén es imprescindible para la unién y fusién

entre gametos.

Los modelos animales han proporcionado hasta el momento la mayoria de
la informacion existente sobre interacciones entre gametos, habiéndose
comprobado posteriormente si dichas moléculas estan involucradas en los

procesos de fecundacién en humanos.

Una de las principales barreras para la identificacion de las moléculas
responsables del proceso de unidn y fusibn de gametos es la falta de un ensayo
in vitro de union espermatozoide-ovocito que simule las condiciones fisiolégicas
(Talbot y cols., 2003).

El proceso de fusibn de membranas puede ser dividido en tres eventos
claves. El primero consiste en el reconocimiento de membranas o “attachment”,
se trata de un contacto inicial entre las dos membranas mediado por uniones
proteina-proteina o por uniones proteina-carbohidrato. El segundo, consiste en la
aposicion de las membranas; la actividad fusogénica de las proteinas conlleva
que las dos membranas tengan un contacto intimo y se produzca la adhesién
uniéndose fisicamente las dos membranas (a través de interacciones proteina-
lipido o proteina-proteina). Entonces se induce un cambio de conformacion
irreversible en el que las proteinas se doblan sobre si mismas. El tercer evento
corresponde a la mezcla de lipidos; una vez que las membranas estan en
contacto, se produce la mezcla de lipidos dando como resultado una bicapa que
permite la continuidad citoplasmatica entre las dos células Jahn y Grubmuller,
2002).
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La fusiobn queda restringida a una region especifica de cada gameto, la cual
puede reflejar una composicion proteica, organizacion de lipidos o morfologia de
membrana determinada para esa regidn. La porcion de la membrana plasmatica
del espermatozoide que cubre parte del acrosoma y que no se fusiona durante la
RA se denomina region ecuatorial y es la zona donde se inicia el proceso de
fusidén en el espermatozoide (Yanagimachi, 1988; Figura 3). Aunque la fusion del
espermatozoide al oolema puede producirse en posicién perpendicular o paralela,
generalmente siempre se produce mediante la regiéon central de la membrana
plasmatica, en la proximidad o a nivel de la regidén ecuatorial Gaddum-Rosse,
1985). A nivel del oolema, se observa la presencia de microvellosidades en la
mayoria de la superficie; en roedores, la zona que recubre la placa metafasica no
presenta microvellosidades y la fusibn raramente ocurre a este nivel, no

apareciendo a este nivel moléculas de CD9, niintegrinas.

Tras la RA, el segmento ecuatorial y la region posterior de la cabeza del
espermatozoide se adhieren y se fusionan con la membrana del ovocito Berford y
cols., 1979). En roedores los espermatozoides con acrosoma intacto pueden
adherirse a la membrana del ovocito, pero solo los espermatozoides reaccionados
pueden fusionarse (Yanagimachi y Noda, 1970). En espermatozoides humanos,
hay evidencias de que la RA es importante para la adhesion a la membrana del
ovocito. Las uniones iniciales (aftachments) del espermatozoide a la membrana
son reversibles y parecen requerir de la motilidad espermatica para que se
produzcan (Wolf y Armstrong, 1978), aunque espermatozoides con pobre
motilidad pueden fusionarse con ovocitos (Yanagimachi, 1988). Los movimientos
de la cola del espermatozoide disminuyen y desaparecen unos pocos segundos

después de que la fusidon se haya producido (Wolf y Armstrong, 1978).
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Figura 3. Representacion esquematica de las interacciones espermatozoide ovocito.

(Modificado de Kaji y Kudo 2004). a) El espermatozoide atraviesa el CO y se une a la ZP.
b) Tras la unién a la ZP se produce la RA. c) El espermatozoide atraviesa la ZP y se une al
oolema. c) Detalle de la union del espermatozoide al oolema. d) La fusion se inicia a nivel del

segmento ecuatorial (flecha roja). e) Tras la fusion el oolema va englobando al espermatozoide.

1.1.4.1. Métodos de estudio de los mecanismos de interaccion

El ensayo mas utilizado para estudiar los mecanismos moleculares
implicados en la interaccién del espermatozoide con el oolema ha sido la
inseminaciéon de ovocitos sin ZP. Mediante la adicién de anticuerpos, proteinas, o
azucares que podrian bloquear la unién y fusion del espermatozoide al oolema se

han ido describiendo moléculas que intervienen en el proceso.

En estos ensayos la principal variable que se mide es el numero de
espermatozoides adheridos al ovocito. Se admite que todos los espermatozoides
unidos a la membrana plasmatica del ovocito pueden acabar fusionandose. Sin
embargo, se sabe que la eliminacién del gen 1zumo” permite la unidén de los
espermatozoides pero no su fusion con la membrana (Nioue y cols., 2005) por lo
que el significado biolégico del numero de espermatozoides unidos a la

membrana es un dato poco preciso (Evans, 2002).
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Ademas en el conjunto de espermatozoides unidos se incluyen varias
poblaciones, y algunos de ellos se unen mediante interacciones que no les
permitiran posteriormente fusionarse. Por ejemplo, espermatozoides de roedores
con acrosoma intacto pueden unirse a ovocitos libres de ZP pero no pueden
fusionarse (Yanagimachi, 1994). En la mayoria de ensayos se utilizan largos
periodos de tiempo de coincubacion (20-24 horas), lo cual no permite diferenciar
entre los espermatozoides que se unen rapidamente (antes de que exista fusion
de algun espermatozoide al ovocito) y los que se unen de forma tardia (cuando ya
se ha unido algun espermatozoide al ovocito), teniendo en cuenta que la fusion de
un espermatozoide podria cambiar la habilidad del ovocito para que se unan

espermatozoides adicionales.

Los ovocitos fecundados de ratébn todavia son capaces de unir
espermatozoides incluso después de perder la habilidad para que se fusionen
(1 hora después de la fusion inicial; Maluchnik y Borsuk, 1994). Se ha planteado
que los espermatozoides se unen con diferentes afinidades por lo que se ha
sugerido que los ensayos de unidn podrian mejorarse mediante la estandarizacion
de las técnicas de lavado, de modo que seleccionen solamente los

espermatozoides unidos con alta afinidad (Redkar y Olds-Clarke, 1999).

Como herramienta para la identificacién de las moléculas implicadas, el uso
de anticuerpos monoclonales anti-espermatozoide que inhibian la fecundacion
sugirié la participacion de algunas moléculas en este proceso. Posteriormente,
fueron los estudios genéticos los que permitieron la manipulacién de genes,
obteniendo animales con genes modificados sobre los cuales se puede
comprobar su implicacién en la fusion de gametos Kaji y Kudo, 2004; Nioue y
cols., 2005).

El estudio de sistemas heterélogos (ovocitos y espermatozoides de
diferentes especies) también se ha utilizado. Los ovocitos de hamster libres de ZP
son comunmente utilizados para estudios de interaccion de membranas porque

tienen la capacidad de fusionarse con espermatozoides de casi todas las
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especies de mamiferos testadas (Yanagimachi, 1988). Sin embargo existen
referencias en las que se demuestra que los espermatozoides humanos no son
capaces de fusionarse y penetrar ovocitos de ratdbn y rata, especies

filogenéticamente cercanas al hamster (Quinn, 1979; Pavlok, 1980).

La capacidad de fusién de la membrana de ovocitos de hamster podria ser
debida a caracteristicas de naturaleza bioquimica de esta membrana (lipidos y
proteinas). La promiscuidad de los ovocitos de hamster para fusionarse con
espermatozoides de numerosas especies sugiere que este proceso podria ocurrir
mediante un mecanismo que es unico para los ovocitos de hamster y algunos
estudios evidencian esto. Por ejemplo, un anticuerpo monoclonal que inhibe la
fusidén de ovocitos de hamster con espermatozoides de cobaya, no tiene efecto en

la fusion de ovocitos y espermatozoides de cobaya (Primakoff y Hyatt, 1986).

1.1.4.2. Moléculas implicadas en el proceso de union y adhesion entre

el espermatozoide y el ovocito

A nivel espermatico, el primer hallazgo sobre las desintegrinas como
moléculas implicadas en la adhesion al ovocito fue la proteina PH-30 o fertilina,
reconocida por un anticuerpo monoclonal contra la membrana plasmatica de
hamster, y capaz de inhibir la fusion en un alto porcentaje (Green, 1993). El
anticuerpo PH-30 inmunoprecipitaba una proteina formada por un heterodimero
con dos subunidades, fertilina oo (ADAM 1) y fertilina § (ADAM 2).

Estas dos subunidades se han identificado en diferentes especies de
mamiferos, como el raton, aunque algunas especies pueden no expresar la
subunidad o de Ila fertilina. Segun Jury y colaboradores (1997) Ilos
espermatozoides humanos no expresan una proteina fertilina o funcional, lo cual
pone en duda su funcion propuesta en la fecundaciéon. Estos autores cuestionan
la existencia del complejo fertilina o3 en humanos, porque segun sus resultados

tampoco han sido capaces de identificarlo en macacos.
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Mediante ensayos en los que se utilizaron secuencias de péptidos de la
fertilina B de hamster (en concreto del dominio desintegrina), obtenidos mediante
sintesis, se observd una importante reduccion de la fusion entre espermatozoides
y ovocitos (Myles y cols. 1994), por lo que se le ha atribuido una funcién en el
mecanismo de fusion. Para profundizar en el estudio del mecanismo de union y
fusidbn de gametos se han obtenido ratones ‘knock-out” con ausencia de fertilina
B, ADAM 3 o ambas. Los espermatozoides de cada una de las lineas de ratones
mostraron una dramatica reduccion en la union a ovocitos sin ZP, en torno al 90%
(Cho y cols., 1998; Nishimura y cols., 2001). Sin embargo, se observdé ademas
que los ratones ‘“knock-out” para fertilina 3o ADAM 3, presentaban reduccion en
la expresion de otras desintegrinas y podria afectar a otras proteinas no

identificadas y responsables de la union del espermatozoide.

1.1.4.3. Moléculas implicadas en el proceso de fusion

espermatozoide-ovocito

Solamente unas pocas proteinas espermaticas que son candidatas a tener
un papel en la fusidn espermatozoide-ovocito se han estudiado con detalle.
Estudios en el raton usando ensayos de inhibicion con anticuerpos o de
competicion con péptidos y proteinas atribuyen un posible papel en la fusién a las
proteinas DE (Cohen y cols., 2000) y ‘equatorina” (Toshimori K, 1998). Ademas,
estos ensayos también indican que fertilina Sy ADAM 3 son necesarias para la
fusidén, aunque cuando se utilizaron ratones *knockout” para estas dos moléculas
se observoé una ligera inhibicion de la fusion (Cho y cols., 1998; Nishimura y cols.,
2001). En cuanto al ovocito, la molécula CD9 es uno de los miembros de la familia
de proteinas denominadas tetraspaninas, y se ha descrito que esta involucrado en
varios procesos celulares como infecciones virales en células de canidos y félidos,

fusion de células musculares, adhesion y motilidad celular (Loffler y cols., 1997).
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La primera referencia que indica la implicacién del CD9 en el proceso de
fecundacion fue obtenida de experimentos en los que usaban anticuerpos contra
CD9 (Cheny cols., 1999), y como resultado se inhibia in vitro la union y fusion del
espermatozoide al ovocito de forma dosis dependiente. CD9 se encuentra
distribuido por toda la superficie del ovocito, con la excepcién de la region que
cubre la placa metafasica en el caso de roedores y donde raramente se produce
la fecundacién (Kaji y cols., 2000). Kaji y cols., (2000), Le Naour y cols. (2000) y
Miyado y cols. (2000) demostraron que los espermatozoides eran capaces de
unirse a ovocitos de raton deficientes en CD9 de modo similar al tipo salvaje, pero
que sin embargo raramente se producia la fusion entre los gametos in vivo o in
vitro. Ademas cuando se microinyectaron espermatozoides en los ovocitos
deficientes en CD9 se consiguiéo desarrollo a término, demostrando que la
deficiencia en CD9 no impedia el desarrollo normal de los cigotos (Miyado y cols.
2000).

El mecanismo de accion en el proceso de fusion del CD9 no se conoce
completamente pero parece que actua en colaboracién con otras proteinas de
superficie del oolema. Algunos estudios sugieren que el CD9 funciona a través de
un gran pliegue o “bucle” (EC2) y que una secuencia determinada de aminoacidos
a ese nivel interviene en la fusién Zhu y Evans, 2002). Talbot y cols., (2003)
afirman que ademas del CD9 como molécula esencial en este proceso, participa
también una proteina especifica anclada a GPI (@licosilfosfatidilinositol). A nivel
espermatico se ha descrito la existencia de una familia de proteinas denominadas
“lzumo” que son responsables de la fusion del espermatozoide en raton (Nioue y
cols. 2005).
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Figura 4. Representacion de las moléculas implicadas en el proceso de unién y fusion
espermatozoide-ovocito (Modificado de Kaji y Kudo, 2004).

En la figura 4 se representan algunas de las moléculas implicadas en la
union y/o fusion de los espermatozoides al ovocito. A nivel del ovocito las
integrinas parecen tener alguna funcién en la union, actuando como receptores de
las proteinas espermaticas tipo ADAM’S, mientras que en la fusion participa el
CD9 en cooperacion con proteinas-GPI. A nivel del espermatozoide, las proteinas
del tipo ADAM’S participan en el proceso de union, mientras que las implicadas
en el proceso de fusion son proteinas tipo “lzumo” (Nioue y cols. 2005) y
proteinas epididimales DE (Cohen y cols., 2000; Cuasnicu y cols., 2001).
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1.1.5. Interaccion con el citoplasma

Una vez que se produce la fusion entre ambos gametos, se desencadena
la activacion del ovocito (Yanagimachi, 1994). Dicha activacion lleva como
consecuencia la reanudacién de la meiosis, la reaccidén cortical, la formacién de
los pronucleos masculino y femenino y posteriormente la formacién del embridn
(Ben-Yosefy Shalgi, 2001).

Tras la penetracion del espermatozoide en el ooplasma se produce la
separacion entre la cola y la cabeza. A continuacién, la cromatina queda libre en
el citoplasma del ovocito tras la pérdida de la envoltura nuclear del
espermatozoide y sufre un proceso de descondensacion mediante reduccion de
puentes disulfuro, gracias al glutation reducido presente en el ooplasma
(Yanagimachi, 1994). Esta descondensacion se produce desde la region posterior

de la cabeza hacia la region anterior (Terada y cols., 2000).

Respecto a la activacion del ovocito se han propuesto dos modelos en los
cuales participa activamente el espermatozoide: activacion mediada por receptor
y/o por factor espermatico. En la activacion mediada por receptor, la unién del
espermatozoide mediante ligandos a receptores especificos del oolema produce
una sefal de transduccién que activa la fosfolipasa C, y ésta interviene en la
transformacion del fosfoinositol bifosfato a inositol-fosfato y diacilglicerol, los

cuales provocan la activaciéon del ovocito.

El otro modelo de activacion mediante factor espermatico es el mas
aceptado actualmente (Willians, 2002). Tras la fusion entre el espermatozoide y el
ovocito se libera en el ooplasma un componente espermatico o factor activador
del ovocito (factor citosolico), que reside en el segmento ecuatorial del acrosoma,
y que es capaz de inducir los eventos iniciales de la cascada de activacion. Este
factor parece no ser estrictamente especifico de especie, habiéndose observado

la formacién de pronucleos masculinos en ovocitos de ratén (Wakayama y cols.,
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1997), hamster (Yanagida y cols., 1991) y cerdo (Kim y cols., 1999) después de la
microinyeccion de espermatozoides de especies heterdlogas. Sin embargo, en el
caso de espermatozoides de rata se ha observado que no son capaces de formar
pronucleos masculinos en ovocitos libres de ZP de cerdo ¢Zhao y cols. 2002),
hamster o conejo (Hanada y Chang, 1976). Una posible explicacion a estos
resultados seria que los espermatozoides de rata tengan una cantidad insuficiente
de factor activador o una baja capacidad activadora. Ademas, Okitsu y cols.
(2001) tras la microinyeccién de espermatozoides de toro y hombre en ovocitos
bovinos maduros observaron que los humanos producian unos porcentajes de
activacion significativamente menores (75.9 % vs. 14.8%). Estos resultados
sugieren que existe diferente capacidad del espermatozoide segun la especie

para provocar la activacion del ovocito.

Naish y cols. (1987) demostraron que los mecanismos empleados por los
ovocitos de hamster para transformar el nucleo del espermatozoide en pronucleo
y la sintesis de ADN en el nucleo no son exclusivos para espermatozoides de
hamster. No obstante, los mecanismos mencionados funcionan, aparentemente,
de forma mas efectiva cuando esta presente un nucleo espermatico de hamster

que con nucleos espermaticos heterdlogos.

Acorde con la bibliografia existente, parece no existir especificidad de
especie en sentido estricto en las interacciones a este nivel, pudiendo provocarse
la activacion ovocitaria y formacion de pronucleos mediante la microinyeccion de

espermatozoides heterélogos, en algunos casos.

Sin embargo, se observan diferencias en los porcentajes de activacion de
ovocitos segun se utilicen espermatozoides homodlogos o heterdlogos. Esto
implica que la ICSI heterdloga, con ovocitos y espermatozoides de determinadas
especies, puede ser utilizada como herramienta para la investigacion y desarrollo
de pruebas que evaluan la capacidad de activacién del ovocito, descondensacion
del espermatozoide y formacion y aposicidon de pronucleos; entrenamiento de

técnicos que realizan ICSI o validacion de nuevos protocolos. Sin embargo,
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parece que existen algunas limitaciones en cuanto a las especies mas adecuadas

de ovocitos a utilizar en funcidén de la procedencia de los espermatozoides.

Diferentes autores utilizando esta técnica de ICSI heterdloga han
desarrollado pruebas de fertilidad que estudian la funcionalidad espermatica
(Terada y cols., 2004a), la funcién del centrosoma (Terada y cols., 2004b) o
analizan los cromosomas de espermatozoides humanos procedentes de
pacientes oligoastenozoospérmicos (Ogawa y cols., 2000), utilizando ovocitos de

conejo, vaca, hamster o raton.

1.2.MODIFICACIONES EN LA ZP QUE AFECTAN A LA INTERACCION
ESPERMATOZOIDE-OVOCITO HOMOLOGA

1.2.1. Polispermia

Se conoce como polispermia a la fecundacién de un ovocito por mas de un
espermatozoide. Los ovocitos de la mayoria de mamiferos han desarrollado
mecanismos para prevenir la polispermia durante su desarrollo y maduracién
(Ducibella, 1994; Yangagimachi, 1994).

Cuando se produce la polispermia, la poliploidia generada suele
desencadenar en un embrién inviable y ha sido detectada en un 10-20% de los
abortos espontaneos en la especie humana (Michelmann y cols. 1986). La
mayoria de los embriones humanos triploides aparecen como resultado de una
fecundacion polispérmica con presencia de dos espermatozoides. A pesar de los
mecanismos desarrollados para prevenir este fendmeno, se produce una
incidencia entre el 1y el 2 % de polispermia incluso cuando la fecundacion se
produce en las mejores condiciones en momentos cercanos al de la ovulacion.
Una gran variedad de factores puede contribuir al incremento en la frecuencia de
la polispermia. Diferentes autores han revisado este proceso en porcino Coy y
Romar, 2002; Wang y cols. 2003). Entre los factores causantes de este proceso

destacan diferentes causas estrechamente relacionadas con los procesos de
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fecundacion in vitro, como son el uso de ovocitos obtenidos por maduracién in
vitro, el uso de un alto numero de espermatozoides capacitados por ovocito,
anormalidades a nivel de la ZP, inadecuada composicion de los medios de FIV, o

condiciones subo6ptimas de pH o temperatura durante la fecundacion.

1.2.2. Bloqueo de la polispermia

En el momento de la fecundacion, la polispermia es prevenida por
modificaciones a nivel de dos estructuras del ovocito: la ZP y la membrana

plasmatica (Wang y cols., 2003; Gardner y cols. 2007).

El bloqueo de la polispermia a nivel de la cubierta del ovocito se ha
estudiado ampliamente en animales mamiferos y no mamiferos. En equinodermos
y anfibios anuros, la exocitosis de los granulos conlleva la elevacion de la cubierta
vitelina de la membrana plasmatica y la pérdida de la habilidad para unir
espermatozoides (Wolf, 1974). El bloqueo a nivel de la ZP en los mamiferos es
similar a este proceso, la exocitosis de los granulos corticales conlleva
modificaciones en la ZP que provocan que los espermatozoides no se puedan

unir (Yanagimachi, 1994).

La importancia relativa de la ZP frente a la membrana plasmatica varia
segun las especies (Yanagimachi, 1994). En la mayoria de mamiferos se cree
que es la ZP la estructura mas importante como responsable del bloqueo de la
polispermia. Los mecanismos implicados son la reaccién cortical y la reaccion de
zona. La reaccidén cortical se refiere a las modificaciones provocadas sobre el
oolema como consecuencia de la exocitosis de los granulos corticales al espacio
perivitelino, debido a las oscilaciones de Ca?* producidas durante la penetracion
(Miyazadi y cols., 1993), mientras que la reaccidon de zona se debe a las
modificaciones provocadas sobre la ZP. Entre las enzimas identificadas, que
varian segun las especies, se encuentran la ovoperoxidasa, enzimas tipo tripsina,
N-acetilglucosamina, activador del plasminégeno y otras (Hoodbhoy y Talbot,

1994; Miller y cols., 1993); recientemente nuestro equipo ha demostrado que los
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residuos de acido sialico de las cadenas de la ZP bovina estan implicados en la
unién de espermatozoides y que la presencia de un inhibidor de sialidasa en el
medio de FIV incrementa la polispermia, sugiriendo la participacion de la sialidasa
en la especie bovina (Velasquez y cols., 2006); sin embargo, en la especie
porcina no se ha detectado por el momento ningun enzima de los granulos

corticales que participe con seguridad en el bloqueo de la polispermia.

Estas enzimas provocan cambios en la ZP que son permanentes en
condiciones fisiologicas y evitan que los ovocitos fecundados expuestos
nuevamente a espermatozoides capacitados puedan ser penetrados (Barros y
Yangimachi, 1971). El fallo de estos mecanismos trae como consecuencia la
aparicion de polispermia. Por lo tanto el ovocito, el espermatozoide y las
condiciones de inseminacién son considerados como responsables de la

aparicion de lapolispermia.

Sin embargo, a nivel del oolema el bloqueo difiere significativamente entre
mamiferos y no mamiferos. En este ultimo grupo (erizo de mar y ranas como los
mas estudiados) el bloqueo de la membrana implica una rapida y transitoria
despolarizacion del potencial del oolema de modo que no se favorece la
penetracion del espermatozoide, aunque no se inhibe completamente (Jaffe y
Cross, 1984). Esta despolarizacion post-fecundacién ocurre desde unos pocos
segundos tras la fecundacion (por esto se denomina también bloqueo rapido)
hasta varios minutos después. Sin embargo, no se ha observado una
despolarizacibn de membrana significativa en los ovocitos mamiferos mas
estudiados como ratdn, hamster o conejo. Ademas, también es de destacar que el
bloqueo del oolema en mamiferos se establece aproximadamente a la misma vez
que el bloqueo de la ZP, entre 0’5 y 1 horas post-fecundacion. Esto hace que en
mamiferos los bloqueos se distingan por ocurrir en diferentes lugares (oolema y
ZP), mientras que en no mamiferos se distinguen, ademas de por ocurrir en
diferente lugar, por hacerlo en diferente momento tras la fecundaciéon (rapido o

lento; revisado por Gardner y Evans, 2006).
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Aunque no se conoce demasiado sobre las moléculas y mecanismos
basicos del bloqueo del oolema en mamiferos, hay evidencias de su existencia a
partir de varios resultados obtenidos desde hace décadas. Por ejemplo, la
presencia de espermatozoides en el espacio perivitelino (EPV, entre la ZP y la
membrana plasmatica) que son incapaces de fecundar el ovocito, descrita por
Lewis y Wright (1935) y por Austin (1961).

Tras la inseminacién in vitro, los ovocitos de algunas especies como
conejo, topo o determinadas especies de roedores (Ochotona princeps, Geomys
bursarius) presentan entre decenas o centenares de espermatozoides en el EPV,
lo que sugiere que deben disponer de un sistema muy efectivo de bloqueo a este
nivel y poco eficaz a nivel de la ZP. En el resto de especies, entre las que se
incluye ratén, humano, rata, hamster, gato o cerdo, en los ovocitos es frecuente
encontrar un reducido numero de espermatozoides (1-10) en el EPV, sugiriendo
que la funcion de bloqueo se establece a los dos niveles: ZP y oolema (Hunter,
1990).

En base a la informacién revisada, queda patente que los mecanismos
implicados en el bloqueo de la polispermia, en primer lugar pueden actuar a nivel
de la ZP y del oolema; en segundo lugar demuestran una gran complejidad por lo
que aun no se conocen todas las moléculas y mecanismos implicados y, por
ultimo, presentan notables diferencias segun las especies, lo cual conlleva que el
conocimiento generado sobre unas pocas especies, normalmente roedores que
son los mas utilizados en laboratorio, no siempre se puede hacer extensible al

resto de especies.

In vitro, la especie porcina es una de las especies en que la aparicion de la
polispermia es mas frecuente. A menudo el porcentaje de polispermia puede
superar el 50 % (Coy y cols., 2002), incluso con cortos periodos de incubacién
espermatozoide-ovocito Funahashi y Romar, 2004). En rumiantes, aunque es

menos frecuente, nuestras observaciones en laboratorio y algunos trabajos
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publicados demuestran que también se produce polispermia, en porcentajes entre
el 10y el 25 % (Wang y cols., 1997; Coy y cols., 2005). Por ello es de gran interés
profundizar en el conocimiento de los mecanismos implicados en el mecanismo
de bloqueo de la polispermia en estas especies, con el fin de disminuirla y que

ello repercuta en un mayor rendimiento de la produccion de embriones in vitro.

1.2.3. Mecanismos implicados en el bloqueo de la polispermia a nivel de la
ZP

Entre los mecanismos responsables del bloqueo de la polispermia a nivel
de la ZP se encuentran la proteolisis, la deglicosilacidon enzimatica y la formacion

de puentes disulfuro.

La funcion proteolitica del contenido de los granulos corticales podria ser
responsable en parte del bloqueo de la polispermia y disminucion de la union de
espermatozoides a la ZP tras la reaccion de zona Benoff, 1997). Segun los
resultados obtenidos en algunas especies objeto de estudio como ratén, vaca,
cerdo y humano la proteolisis afecta a la glicoproteina ZPA (ZP2) (Moller vy
Wassarman, 1989; Ducibella y cols., 1995; Benoff, 1997; Nakano y Yonezawa,
2001). En raton se ha observado que ZP2 (120 kDa) es transformada en dos
fragmentos de 90 y 30 kDa debido a la proteolisis producida entre el aminoacido
Alanina 167 y Aspartico 168. El lugar de corte de ZPA ha sido igualmente
identificado en el cerdo, vaca y Xenopus laevis. En la vaca, la glicoproteina ZPA
parcialmente deglicosilada con un peso molecular de 72 kDa se rompe en dos
polipéptidos de 63 y 21 kDa respectivamente unidos por un puente disulfuro
(Noguchiy cols., 1994).

Algunos autores han relacionado esta proteolisis con cambios en la
estructura tridimensional de la ZP vy por lo tanto el endurecimiento de la ZP
observado tras la fecundacion Benoff, 1997; Green, 1997). Sin embargo, los
datos publicados por Dean (2004) implican a la proteolisis en la inhibicion de la

unién del espermatozoide y no en el endurecimiento de la ZP.
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Otro de los mecanismos propuestos que participa en el bloqueo efectivo
de la polispermia en condiciones fisiologicas es la deglicosilacion enzimatica, es
decir la eliminacién de terminales glicosidicos de la ZP que podrian intervenir

como receptores para la unién del espermatozoide.

Entre los azucares propuestos como candidatos a ser receptores a nivel de
la ZP y objeto de la accién de estas glicosidasas existen diferencias segun las
especies. Mientras que en el ratdn existen evidencias que demuestran que las
cadenas de glucidos O-unidas presentes en ZP3 tienen un importante papel en la
unién de gametos (Florman y Wassarman, 1985; Miller y cols., 1992), en otras
especies como bovino y porcino existen evidencias del papel desempefiado por
las cadenas glucidicas del tipo N-unidas presentes a nivel de ZPB (ZP4) (Amari y
cols., 2001; Yonezawa y cols., 2001; Yurewiczy cols., 1998; Nakanoy Yonezawa,
2001).

Diferentes carbohidratos situados en posicién terminal, han sido propuestos
incluso en la misma especie como implicados en la unién a la ZP, como en el
caso del raton con Fucosa, Manosa, a-Gal y GIcNAc Benoff, 1997), lo cual
demuestra la controversia que existe sobre la molécula responsable del
reconocimiento primario. En bovino, la presencia de residuos de manosa en las
cadenas N-unidas ha sido identificada como responsable en este proceso (Amari
y cols., 2001), aunque recientemente ha sido demostrado que el acido sialico es
también responsable de este proceso de unién (Velasquez y cols., 2006)
existiendo en la actualidad, al igual que en la especie murina, dos azucares
implicados al parecer con diferentes afinidades. En la especie porcina Mori y
cols., 2000) también se ha demostrado la funcion del acido sialico en la unién

primaria del espermatozoide a la ZP.

A pesar de que clasicamente la funcidén de deglicosilacion enzimatica sobre
estos residuos glucidicos se le ha atribuido a los enzimas presentes en los

granulos corticales, su origen puede ser ftriple: los granulos corticales

mencionados, el acrosoma y el fluido oviductal, tres ubicaciones en las que esta
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demostrada la existencia de glicosidasas Miller y cols. 1993; Carrasco y cols.,
2007; Romar y cols. 2007).

En relacion a las posibles enzimas contenidas en los granulos corticales
que actuan a este nivel, en ratbn se ha descrito la presencia de una
hexosaminidasa que actua sobre los residuos de N-acetil-glucosamina (Miller y
cols., 1992; 1993). Recientemente, Velasquez y cols., (2006) han propuesto la
existencia de una enzima neuraminidasa (sialidasa) en los granulos corticales de
ovocitos de vaca, que seria responsable de la eliminacion de residuos de acido
sialico presentes a nivel de la ZP, tras la fecundacion. Aunque no se obtienen
evidencias directas de la presencia de este enzima, la adicién de un inhibidor de
neuraminidasa al medio de fecundacién, provoca un aumento considerable del
numero de espermatozoides unidos a ZP en ensayos de union a zona y un
aumento significativo del numero medio de espermatozoides por ovocito en

fecundacion.

Para comprobar la existencia de las modificaciones causadas por la
deglicosilacion, el analisis de ZP3 obtenida de embriones de ratén de dos células
demuestra que ha perdido su actividad bioldgica, no siendo ya capaz de unir
espermatozoides ni de inducir la RA (Wassarman, 1988; Yanagimachi, 1994), no
observandose diferencias que se puedan detectar mediante analisis bioquimicos
usando electroforesis en laglicoproteina ZP3 de ratén antes y tras la fecundacion.
Diferentes investigadores han sugerido que esta modificacién en la ZP3 podria
ser debida a un cambio en los oligosacaridos que componen esta glicoproteina
como consecuencia de la accion de las exoglicosidasas. (Miller y cols., 1992;
1993; Benoff, 1997). Avilés y colaboradores (1997) estudiaron la composicién de
la ZP de raton en ovocitos fecundados y no fecundados, mediante tincion con
lectinas y observaron distintos patrones, que demuestran diferencias en la
composicion entre la parte interna y externa de la ZP, lo cual justifica porque los

espermatozoides no se unen a ambas superficies de la ZP de igual modo.
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En relacién a la formacién de puentes disulfuro se ha observado que en la
ZP, después de la fecundacioén o la activacion in vitro, se produce un cambio en la
sensibilidad frente a diferentes agentes como enzimas proteoliticos, calor, acidos
y agentes reductores (Dunbar y Wolgemuth, 1984). Estas modificaciones, a
menudo denominadas endurecimiento (“hardening”), que normalmente implican
un mayor tiempo necesario para la solubilizacion de la ZP, estarian relacionadas
con el bloqueo de la polispermia y/o con la proteccion del embrion durante su
paso por el oviducto (Hoodbhoy y Talbot, 1994).

lwamoto y cols. (1999) describieron en la especie bovina un incremento en
el numero de puentes disulfuro tras la fecundacion. Estos autores sugieren que
esta formacion de nuevos puentes disulfuro junto con una proteolisis especifica

resulta en la construccidon de una estructura de la ZP mas rigida.

En el erizo de mar se ha descrito la existencia de una peroxidasa,
denominada ovoperoxidasa, la cual se libera de los ovocitos durante la
fecundacion y es responsable de la formacion de puentes ditirosina, que provocan
el endurecimiento de la membrana vitelina (estructura equivalente a la ZP de
mamiferos) cuya finalidad seria prevenir la entrada de espermatozoides
adicionales, tras la fecundacién. Ademas entre los efectos de la peroxidasa se
encuentra el de ser espermicida, por lo que otro mecanismo seria disminuir la
viabilidad de los espermatozoides cercanos al ovocito tras la fecundacion
(Foerder y Shapiro, 1977).

1.2.4. Efecto de las células y secreciones oviductales

Diferentes autores han propuesto que las células oviductales y células del
cumulus oophorus ejercen efectos sobre la ZP. Broermann y cols. (1989)
observaron que los ovocitos que habian estado en contacto con las secreciones
oviductales necesitaban largos periodos de tiempo, mas de 24 horas, para la

disolucion de la ZP. Ademas la preincubacion de ovocitos con glicoproteinas
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purificadas de oviducto (Kouba y cols., 2000) y con células oviductales Romar y

cols., 2001) aumenta lamonospermia tras la fecundacion.

Bajo condiciones in vitro, en las que los ovocitos no han estado en contacto
con las secreciones oviductales, la reaccion cortical de ovocitos porcinos
madurados y fecundados in vitro aparece de forma tardia en el tiempo (Wang y
cols. 1997). Coy y cols. (2002) sugieren que tras la fecundacion in vitro podria no
producirse el endurecimiento de la ZP y Romar y cols. (2005) proponen que la
falta de endurecimiento de la ZP después de la FIV podria ser una de las
explicaciones a los altos porcentajes de polispermia observados en los sistemas

in vitro.

Wang y cols. (2003), a la vista de los efectos observados, sugieren que
algunas glicoproteinas del fluido oviductal podria entrar al espacio perivitelino o a
la membrana plasmatica para facilitar la sincronizacién de la exocitosis de los
granulos corticales y promover la reaccion de zona. Recientemente, el grupo del
Dr. Prather (Hao y cols., 2006) ha demostrado la presencia de una proteina de la
matriz extracelular, denominada osteopontina, en el oviducto de cerdas entre los
dias 0 y 5 del ciclo estral, tanto en hembras gestantes como no gestantes, cuyo
efecto provoca una reduccidén de la polispermia y un aumento del rendimiento
durante la fecundacion in vitro. Utilizando una concentracién determinada de
osteopontina observan también un aumento del tiempo de digestién de la ZP con
pronasa. Sin embargo, el mecanismo a través del cual ejerce su efecto la

osteopontina no ha sido descrito.

Mc Cauley y cols. (2003) demostraron que la adicibn exdégena de
glicoproteinas especificas de oviducto provocaba una mejora en el porcentaje de
ovocitos monospérmicos. Ademas el numero de espermatozoides unidos a la ZP
fue significativamente menor. Una posible explicacion que proponen los autores
para la reduccion de la polispermia obtenida es que las glicoproteinas se unan a
la ZP y formen una barrera fisica que impida la union del espermatozoide o

modifiquen los sitios de union del espermatozoide. Sin embargo, a pesar de que
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los resultados son claros, no hay ninguna demostracion del mecanismo de accién
implicado en la reduccién de la polispermia observada, siendo tan soélo hipétesis o

sugerencias de los autores para explicar dichos resultados.

1.2.5. El problema de la polispermia en las especies porcina y bovina

La produccién in vitro de embriones es una herramienta de gran utilidad
para técnicas de investigacion en areas como la transgénesis, xenotransplantes,
mejora genética o recuperacion de especies en peligro de extincion (Coy vy
Romar, 2002) y para la produccion de animales de granja, sobre todo cuando se
usa junto a la tecnologia del semen sexado (Wheelery cols., 2006). A pesar de
los avances alcanzados en los ultimos 30 anos, el rendimiento y calidad de los
embriones obtenidos in vitro es menor en comparacion con los embriones

obtenidos in vivo (Hyttel y cols., 2000).

En la especie porcina, desde 1985 cuando Cheng publicé por primera vez
la obtencidén de lechones mediante fecundacion in vitro y tras el primer nacimiento
de lechones utilizando ovocitos madurados y fecundados in vitro en el aino 1993
(Yoshida y cols.), numerosos grupos de investigacion han centrado su trabajo en
el estudio de la produccion in vitro de embriones en esta especie, intentado
buscar soluciones a los problemas planteados (limitado desarrollo de los
embriones para alcanzar el estadio de blastocisto y menor calidad en
comparacion con los embriones obtenidos in vivo) (Hunter, 1990; Wang y cols.,
1998 ; Prather y Day, 1998; Abeydeera, 2002; Coy y Romar, 2002; Niemann y
cols., 2003; Funahashi, 2003; Nagai y cols., 2006).

La baja calidad de los embriones no es atribuida a un fallo puntual en el
sistema de produccion in vitro, sino a una combinacion de determinados factores
como: inadecuada o incompleta maduracion citoplasmatica, inadecuada
formulacion de los medios de cultivo y unas condiciones de cultivo subdptimas.
Sin embargo entre las causas destaca el elevado porcentaje de polispermia, que

como se ha indicado anteriormente presenta de forma frecuente porcentajes que
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pueden superar el 50 % (Funahashi y Romar, 2004). En bovino, aunque es menos
frecuente, nuestras observaciones en laboratorio y algunos trabajos publicados
demuestran que también se produce polispermia, en porcentajes entre el 10 y el
25 % (Wang y cols., 1997; Coy y cols., 2005a).

Con la finalidad de disminuir los porcentajes de polispermia y obtener
mejoras en la calidad de los embriones porcinos, diferentes sistemas de FIV han
sido ensayados como: el cocultivo de espermatozoides con células oviductales
(Romary cols., 2001), con fluido oviductal (Kimy cols., 1996), o con fluido folicular
(Funahashi y Day, 1993). Ademas se han utilizado sistemas de fecundacion,
como el descrito por Li y cols. (2003) que utiliza pajuelas de criopreservacion de
embriones que mimetizan las condiciones fisicas en que se produce la
fecundacion in vivo, aunque no han conseguido dar una solucion definitiva al

problema.

Recientemente, Hao y cols. (2006) han conseguido disminuir el porcentaje
de polispermia en la fecundacién porcina y aumentar hasta el 45% el rendimiento
(porcentaje de ovocitos fecundados monospérmicos sobre el total de los
inseminados), mediante el uso de una sustancia denominada osteopontina, una
proteina extracelular cuya presencia, entre otras, ha sido descrita en oviducto a
nivel del istmo, y en las secreciones oviductales. Dicha sustancia ha demostrado
también provocar un efecto sobre la ZP, aumentando el tiempo de digestidbn con
pronasa y sobre los espermatozoides, disminuyendo su viabilidad y el porcentaje
de RA de los espermatozoides unidos a la ZP, después de 6 horas de
coincubaciéon. Sin embargo, su efecto sobre la capacidad de desarrollo de los
ovocitos fecundados hasta el estado de blastocisto y la calidad de los embriones,

no ha sido estudiado.

A pesar de los avances conseguidos, hoy dia no existe un sistema de FIV
porcina que permita obtener resultados totalmente satisfactorios, con valores de
polispermia préximos a los existentes en la fecundacion in vivo (menos del 5%,

Hunter, 1991) o al menos, cercanos a los porcentajes de polispermia obtenidos
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utilizando ovocitos madurados in vivo, que se situan alrededor del 28% (Wang y
cols., 1998).

Sin embargo, las mejoras conseguidas en el rendimiento de la FIV porcina
anteriormente mencionadas (utilizando medios condicionados por células
oviductales, adicion de fluido oviductal o fluido folicular, coincubacién de
espermatozoides u ovocitos con células oviductales, glicoproteinas especificas de
oviducto u osteopontina) sugieren la existencia de un factor desconocido de
origen oviductal, el cual podria unirse a ovocitos y/o espermatozoides y disminuir
de forma efectiva los porcentajes de polispermia en la fecundacién in vitro

porcina. Este factor no ha sido identificado hasta el momento.

1.3.INTERACCION ESPERMATOZOIDE-OVOCITO HETEROLOGA COMO
MODELO PARA EL DESARROLLO DE PRUEBAS DE FUNCIONALIDAD
ESPERMATICA

1.3.1. Antecedentes y situacion actual.

La evaluaciéon de la capacidad fecundante de los espermatozoides ha sido
el objetivo de numerosos cientificos a lo largo de los siglos. Dicha capacidad de
fecundacion es el resultado de la habilidad del gameto masculino para que se
produzca la capacitacion, atravesar la ZP, unirse a la membrana plasmatica,
fusionarse con ella y finalmente penetrar en el citoplasma y formar el pronucleo

masculino.

Con el fin de estudiar la capacidad fecundante de los espermatozoides en
las especies animales o en el hombre, se han realizado numerosos estudios
buscando los parametros que muestren una mayor correlacion con la fertilidad y
permitan discriminar entre muestras de semen de alta y baja fertilidad. En 1929,
Macomber y Sanders propusieron que la concentracion espermatica podia ser util
para diferenciar varones fértiles e infértiles. Este criterio permanece como un

criterio util, aunque con numerosas limitaciones, hasta nuestros dias. Desde
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entonces diferentes investigadores han intentado desarrollar métodos que
identifiquen alteraciones en la funcionalidad espermatica. Sin embargo,
desafortunadamente hoy dia no existe una prueba fiable al 100% que permita
identificar cualquier tipo de alteracion en la funcion del espermatozoide y predecir

con exactitud los resultados de fecundacion in vivo y/o in vitro.

Los andlisis seminales convencionales incluyen determinacion de la
concentracion espermatica, estudios de la motilidad y morfologia, y a pesar de ser
ampliamente usados, sus resultados no proporcionan un diagnoéstico o pronéstico
preciso, tal y como se ha demostrado en un estudio a gran escala que incluia a
mas de 1400 parejas (fértiles e infértiles), realizado por Guzick y colaboradores
(2001). Una excepcion a esta regla serian los casos extremos, donde el recuento
del numero de espermatozoides es extremadamente bajo, y la mayoria de células

son inmoviles o presentan defectos morfologicos.

En vista de las limitaciones que nos plantea la biologia en este quehacer,
se ha optado por desarrollar pruebas que evaluan la funcionalidad del
espermatozoide y su habilidad para interaccionar con el ovocito a diferentes
niveles. El ensayo de funcionalidad espermatica ideal deberia permitirnos evaluar
de forma secuenciada: el estado de maduracién y capacitacion del
espermatozoide, la interaccion con el tracto reproductor femenino, la capacidad
de interaccion con las envolturas del ovocito y con el ooplasma, la activacién del
ovocito y su contribucion al desarrollo temprano del embrion (Fraser, 1995; Aitken,
1997; Oehningery cols., 2000).

Obviamente no existe una prueba que permita evaluar de forma conjunta
todas estas propiedades. Por ello, el analisis secuencial de los principales
procesos o0 eventos que son criticos en la fecundacion mediante una combinacion
de pruebas, puede ser de gran utilidad a nivel clinico para la prediccion de la

capacidad fecundante (Oehningery cols, 2000).
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Existen distintos tipos de estudios que tienen como objetivo predecir la
fertilidad masculina, los cuales se pueden dividir en grandes grupos, siguiendo
diferentes criterios. Por ejemplo segun sean analisis basicos u opcionales, segun
evaluen caracteristicas fisicas y bioquimicas del semen o caracteristicas

funcionales.

1.3.2. Estudio de las caracteristicas fisicas y bioquimicas del semen

Con la intencion de estandarizar los procedimientos y criterios para la
evaluacion del semen humano la Organizaciéon Mundial de la Salud (World Health
Organization, WHO) publicé en 1980 la primera edicion del “Laboratory Manual for
the Examination of Human Semen and Sperm-Cervical Mucus Interaction”. Desde
entonces se han publicado ya tres ediciones posteriores (1987, 1992 y 1999) con

la finalidad de ir actualizando esos criterios e incluir los avances conseguidos.

En dicho manual, los procedimientos de evaluacion del semen se dividen
en tres grupos: a) los considerados basicos para la evaluacion del semen donde
se incluye una primera evaluacion macroscopica (color, pH, volumen, viscosidad,
aglutinacion, etc) y microscopica del semen (concentracion, motilidad,
morfologia); b) los que se consideran opcionales pero con valor diagnostico en
clinica (test hiposmotico, ensayos bioquimicos de las secreciones de las
glandulas accesorias, analisis espermatico con sistemas CASA “computer
assisted sperm analysis” o el test de hamster con ovocitos libres de ZP); c) en
tercer lugar los que evaluan la capacidad funcional del espermatozoide y los

basados en analisis de imagen para evaluacion de la morfologia espermatica.

Sin embargo, se considera que esta clasificacion esta enfocada a una
evaluacion limitada, sencilla a nivel practico, pero que puede ser incompleta. Por
ello se revisan otras pruebas no mencionadas en el manual citado, pero que
también son de interés y se agrupan segun las caracteristicas del semen que

evaluan.
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A nivel bioquimico, la evaluacion del semen se refleja en el estudio de los
productos de secrecidon de las glandulas accesorias. Entre los parametros que se
cuantifican destaca la medicién de la fructosa, como indicador de la funcién de las
vesiculas seminales. También se ha demostrado que los niveles de L-carnitina y
zinc son significativamente menores en plasma seminal de varones infértiles que
en el de varones fértiles WHO, 1999). Otros ensayos de interés son los que

determinan la acrosina o el contenido de ATP.

1.3.3. Estudio de las caracteristicas funcionales del semen.

Con relacién a los ensayos no convencionales que evaluan la capacidad
funcional del espermatozoide se pueden agrupar en tres tipos de ensayos: los que
evaluan defectos de la funciéon del espermatozoide, de forma indirecta mediante
pruebas bioquimicas; los bioensayos de interaccion de gametos entre si o con
otras barreras fisiolégicas (moco cervical) y el andlisis de las caracteristicas de
movimiento de los espermatozoides mediante sistemas de analisis de imagen
CASA.

1.3.3.1. Pruebas bioquimicas para analizar la funcionalidad

espermatica.

En el primer grupo de ensayos mencionado (los que evaluan defectos de la
funcién del espermatozoide de forma indirecta mediante pruebas bioquimicas) se
incluirian aquellos cuyo objetivo es medir la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS, “reactive oxigen species”), evidencias del dafio oxidativo, o

medicién de la condensacion y fragmentacion de la cromatina.

El espermatozoide aporta la mitad de los cromosomas a la descendencia,
por lo que un ADN anormal puede conllevar alteraciones en el proceso de la
fecundacion o en la calidad de los embriones. A pesar de que el ADN del
espermatozoide es muy estable gracias a su organizacion caracteristica (Agarwal

y Said, 2003), existen diferentes causas que pueden provocar lesiones en el ADN
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como farmacos, elevada temperatura testicular, contaminacion atmosférica, edad
avanzada, tabaquismo, y diversas enfermedades (reviado por Agarwal vy
Allamaneni, 2005). Esto ha generado el desarrollo de distintas técnicas que

permiten detectar la presencia de lesiones en el ADN de los espermatozoides.

En relacion a las especies reactivas de oxigeno se sabe que son
generadas por el metabolismo celular y son consideradas daninas cuando
aparecen en gran cantidad. Sin embargo a muy bajas concentraciones, participan
en la regulaciéon de algunas funciones celulares, como la capacitacién (Griveau vy
cols., 1994) y la RA (Griveau y cols., 1995), a pesar que los espermatozoides son
altamente susceptibles al dafio provocado por ROS, lo cual se debe al alto
contenido de 4&cidos grasos poli-insaturados presentes en la membrana
plasmatica y la baja concentracion de enzimas para neutralizar ROS disponibles a

nivel del citoplasma (Aitken y cols., 1989).

Tanto los espermatozoides como el plasma seminal poseen sistemas

antioxidantes capaces de contrarrestar los dafios provocados por ROS. Sin
embargo estos sistemas parecen no funcionar adecuadamente en pacientes con
problemas de infertilidad, donde se detecta una menor capacidad antioxidante
total (Smith y cols., 1996; Lewis y cols., 1997). De hecho entre un 25 y un 40% de
los pacientes con problemas de infertilidad muestras altos niveles de ROS (de

Lamirande y Gagnon, 1995).

Se ha demostrado que el éxito de gestacion natural estd negativamente
correlacionado con los niveles de generacion de ROS, aproximadamente en el
50% de los pacientes oligozoospérmicos que manifiestan un aumento de la
produccion de ROS (Aitken y cols., 1991).

La medicién de las especies reactivas de oxigenos es extremadamente
dificil debido al corto periodo de tiempo que permanecen estas moléculas como
tales. Para la cuantificacion de los niveles de ROS en células se han utilizado

diferentes métodos como resonancia magnética de electrones, técnicas de
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quimioluminiscencia y de citometria de flujo. Aunque comunmente se han utilizado
los ensayos de quimioluminiscencia (Sikka, 2004), debido a los altos costos que
requieren las técnicas de resonancia magnética de electrones, actualmente las
técnicas de citometria de flujo ofrecen una alternativa que permite obtener
resultados satisfactorios (Gadea y cols., 2005) a un menor coste, haciendo mas

accesible su uso.

La citometria de flujo ha sido usada para medidas de estrés oxidativo en
varios tipos de células. Este método mide la intensidad de fluorescencia de los
derivados oxidados que se producen como consecuencia de la generacién de
ROS. Entre las sustancias utilizadas figuran dihidrorodamina 123 vy
2' 7diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA). Esta ultima sustancia sufre
deacetilacion debido a las esterasas intracelulares, dando lugar a un componente
no fluorescente DCFH, el cual es atrapado en el interior de las células. Sin
embargo su oxidacién por ROS produce DCF (2',7'-diclorofluoresceina) el cual es
altamente fluorescente. La cuantificacion de la fluorescencia y la duracién de la

misma permite el calculo de ROS generados.

El dafio de peroxidacién provocado por los altos niveles de ROS se asocia
tanto con una pérdida de la funcionalidad de la membrana, como con dafios a

nivel del ADN espermatico.

En 1980, Evenson y colaboradores describieron el ensayo denominado
SCSA (“sperm chromatin structure assay”) basado en el estudio de la estructura
de la cromatina espermatica. Dicho ensayo se basa en la mayor susceptibilidad in
situ del ADN a desnaturalizarse parcialmente, como consecuencia de un
tratamiento con calor o con acido. Para medir el grado de desnaturalizacion utiliza
las propiedades metacromaticas de un colorante fluorescente, naranja de
acridina, el cual tras unirse al ADN emite un color verde fluorescente (si el ADN

presenta una estructura de doble hélice), o rojo fluorescente (si el ADN al que se
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ha unido estd desnaturalizado y se trata de una cadena simple). Para medir las
emisiones generadas con diferente color se utiliza la citometria de flujo.
Actualmente el estudio de la estructura de la cromatina del espermatozoide,
conocido como SCSA es frecuentemente usado en clinicas de infertilidad humana
(Bungum y cols., 2004) y también se ha demostrado su utilidad en el analisis
seminal de especies domésticas como el cerdo (Evensony cols., 1994) y el toro
(Ballachey y cols., 1988). En la especie humana, estudios realizados demostraron
que indices de fragmentacion del ADN superiores al 27 % (Larson y cols., 2000) o
al 30% (Evenson y cols., 1999) estaban relacionados con infertilidad o
subinfertilidad. Gandini y cols., (2004) proponen que el estudio de la integridad de
ADN puede tener mayor relevancia cuando se trata de correlacién con resultados
de fecundacién natural o FIV convencional, mientras que no existen evidencias

tan claras en cuanto a las correlaciones con los resultados de ICSI.

Otro ensayo que permite detectar anomalias del ADN es el ensayo TUNEL
(“Terminal deoxinucleotidyl transferase-meditated deoxyUridine triphosphate-Nich
End Labeling”). Este ensayo se base en el principio de que la desoxinucleotidil
transferasa terminal (TdT) incorpora dUTP en roturas de cadenas dobles o
simples del ADN, utilizando en el ensayo desoxiuridina biotinilada, actuando como
sefal la biotina, la cual se puede detectar, por ejemplo, a través de técnicas de
fluorescencia o quimioluminiscencia. Cuanto mayor numero de roturas presente el
ADN mayor sera la sefal resultante debido a un mayor numero de moléculas
incorporadas. Se ha demostrado una correlacion inversa entre el porcentaje de
espermatozoides con ADN fragmentado y la motilidad, concentracion vy
morfologia, habiéndose utilizado como predictor del éxito en técnicas de

reproduccion asistida (Sun y cols., 1997).

Ademas, se han desarrollado otros ensayos que detectan anomalias en el
ADN espermatico como el ensayo de ‘in situ nick translation (NT)” (Agarwal y
Allamaneni, 2005), el test de naranja de acridina (Hoshi y cols., 1996), o el
ensayo Comet, que consiste en la electroforesis de células unicas para analisis

del ADN, introducido por Ostling y Johanson en 1984 y que debe su nombre a la
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imagen generada por el ADN del espermatozoide tras descondensarse en un gel

y someterse a la accién de un campo eléctrico.

1.3.3.2. Bioensayos de interaccién de gametos

En este grupo se incluyen los ensayos que estudian el comportamiento de
los espermatozoides frente a las barreras que deben superar en condiciones
fisiologicas, durante el proceso de fecundacion. Con esta finalidad, se utilizan los
ensayos que evaluan la capacidad de penetracion del espermatozoide a través
del moco cervical (interaccidén espermatozoide-moco cervical), los que estudian la
unién e interaccion del espermatozoide con la ZP, penetracion heter6loga de
ovocitos libres de ZP, medidas de la induccién de la RA, capacidad de activacion
del ovocito y descondensacion espermatica tras la microinyecciéon espermatica, y
los mas completos de todos, los ensayos de fecundacion in vitro que evaluan la

mayoria de los procesos implicados.

En la especie humana, se ha demostrado que la mayoria de ensayos que
proporcionan un alto valor de prediccion de la capacidad fecundante del
espermatozoide corresponden a ensayos de interaccion de gametos (Oehninger y
colaboradores, 2000).

1.3.3.2.1. Ensayo de penetracion del moco cervical

Fisiologicamente, el moco cervical es la primera barrera que los
espermatozoides encuentran en el tracto genital femenino en su recorrido hasta
alcanzar el ovocito. Por ello, la capacidad de penetracion a través del moco
cervical, bien sea in vivo (prueba postcoital) o in vitro (prueba de Dremer, prueba
de Miller-Kurzrok o utilizando moco-semen cruzados) es una de las pruebas
funcionales utilizadas para evaluar la capacidad fecundante de los
espermatozoides. La penetracion de espermatozoides a través del moco cervical
humano in vitro (MCH) ha demostrado que proporciona una importante prediccion

sobre la funcidn espermatica (Barrat y cols., 1989). Sharara y cols., (1995)
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observaron correlacion entre la penetracidon del moco cervical (humano y bovino)

y los resultados de gestacion.

Sin embargo debido a los problemas asociados con el MCH como son la
disponibilidad de cantidades muy limitadas y las dificultades en la recogida junto
con su inestabilidad en el almacenamiento, su uso ha sido muy limitado y algunos
medios alternativos como la metilcelulosa estan siendo empleados como

alternativa (lvic y cols., 2002).

Tras la penetracién de la barrera cervical, el espermatozoide entra en la
cavidad uterina donde se inicia el proceso de capacitacion. Una de las
consecuencias de este proceso es la hiperactivacion, que consiste en un aumento
de la velocidad del espermatozoide, con gran amplitud del desplazamiento de la
cabeza y ondas flagelares asimétricas, describiendo un patron de movimiento no
progresivo que se puede detectar mediante sistemas de analisis de imagen tipo
CASA (Quilly cols. 2003; Aitken, 2006).

1.3.3.2.2. Induccién y evaluacion de la RA.

El estudio del estatus acrosomal es considerado un importante parametro
para evaluar el potencial de fertilidad masculina durante los tratamientos de

reproduccion asistida.

En contra de las opiniones de hace algunos afios, que sefialaban que la
frecuencia de RA en poblaciones de espermatozoides capacitados se
correlacionaba con el potencial fecundante, ahora esta claro que la RA debe
estudiarse a lo largo del tiempo para conocer ese potencial (Tesarik, 1989). Para
ello es necesario disponer de técnicas que permitan visualizar y determinar el

estado del acrosoma con gran exactitud, visualizando un alto numero de células.

El mejor método para detectar espermatozoides con el acrosoma

reaccionado es el microscopio electronico, sin embargo requiere equipos costosos
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y personal muy entrenado, por lo cual no puede ser utilizado de forma rutinaria.
Otra técnica empleada es la microscopia de campo claro, desarrollada por Talbot
y Chacon (1981), que continua en uso por su simplicidad y bajo coste, a pesar de
que la identificacion exacta de los espermatozoides con acrosoma reaccionado es

muchas veces dificil con este método.

Las técnicas de microscopia de fluorescencia hacen uso de una amplia
variedad de moléculas marcadas con fluorescencia (lectinas, anticuerpos) con
especificidad para unirse a estructuras del acrosoma y que permiten la
identificacion de espermatozoides reaccionados, discriminando incluso entre

diferentes estados de la RA (Amin y cols., 1996).

La tincién fluorescente con chlortetraciclina (CTC) ha sido otra de las
técnicas utilizadas (Lee y cols., 1987; Fraser y cols., 1995; Fraser, 1998). Sin
embargo, existe un alto grado de subijetividad, por lo que ha generado numerosas

criticas en cuanto a su utilidad.

Actualmente la citometria de flujo es una de las técnicas mas utilizadas
que permite medir la fluorescencia de gran numero de células en un corto periodo
de tiempo, con gran exactitud y sensibilidad aunque el coste de los equipos que

se necesitan es alto.

Entre las moléculas conjugadas a sustancias fluorescentes que son
empleadas tanto en citometria como en microscopia (Fénichel y cols., 1989;
Henley y cols., 1994), se incluyen anticuerpos monoclonales (Cross, 1995) como
el CD46 que se une a la membrana acrosomal interna (D'Cruz y Haas, 1993) y
lectinas como Peanut aglutinin (PNA) Purvis y cols., 1990) o Pisum sativum
agglutinin (PSA).

Solamente los espermatozoides con el acrosoma intacto penetraran el

cumulus oophorus y podran unirse y atravesar la ZP. La RA espontanea

prematura, impide la union de espermatozoides a la ZP. Tesarik (1989) demostr6
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que los ensayos de RA son utiles bajo determinadas condiciones y que deben ser
disefiados para distinguir entre RA espontanea e inducida. El descubrimiento de
que la RA debe comprobarse a lo largo del tiempo, origind el desarrollo de nuevos
ensayos que proporcionan una vision mas real del comportamiento fisiolégico del
espermatozoide.

El ensayo de RA inducida con iondéforo introducido por Cummins y cols.
(1991) utiliza el ionoforo para inducir la entrada de calcio en los espermatozoides
capacitados evaluando la respuesta que se produce a dicho estimulo. Se trata de
una herramienta util para determinar la capacidad que tienen los espermatozoides
de reaccionar, aunque el estimulo utilizado provoca un flujo de calcio, diferente al

que se produce en condiciones fisioldgicas (Zaneveld y cols., 1993).

La progesterona es otra sustancia que ha sido utilizada para la induccion
de la RA (Oehninger y cols., 1994). Aunque la progesterona hace aumentar la
concentracion intracelular de calcio Emiliozzi y cols., 1996), se han obtenido
resultados contradictorios en su uso como inductor de la RA. De hecho,
recientemente Harper y Publicover (2005) han observado que si el
espermatozoide se expone a un gradiente de progesterona, se produce un ligero
aumento de calcio intracelular que conlleva modificaciones en el tipo de batido del

flagelo, pero que no provoca la RA.

Otros inductores de la RA que se han utilizado son las células del cumulus
oophorus (Tesarik, 1985), por la capacidad de sintetizar progesterona que
poseen, aunque esto no ha sido confirmado por algunos autores (Hoshiy cols.,
1993), el moco cervical Perry y cols., 1996) o el fluido folicular (Liu y Baker,
1994).

En condiciones fisiolégicas la RA ocurre tras la interaccién con la ZP,
después de la unidn del receptor espermatico con la proteina ZP3 (en humano y
raton) o ZP4 (en porcino y bovino). Por este motivo se ha utilizado la ZP intacta o

solubilizada como agentes inductores de la RA (iu y Baker, 1996a; Bastiaan y
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Franken, 2007). Sin embargo se ha demostrado que la cantidad de ZP intacta
necesaria para inducir la RA es menor que la cantidad de ZP solubilizada (Liu y
Baker, 1996b), por lo tanto se considera importante la estructura tridimensional de

ésta.

La ZP solubilizada humana ha sido utilizada a nivel clinico en casos de fallo
de fecundacién (Esterhuizen y cols. 2001) como prueba diagnostica, y
recientemente se ha comprobado que también es capaz de provocar la
hiperactivacion espermatica (Bastiaan y Franken, 2007). La cantidad necesaria de
ZP solubilizada para induccir la RA oscila en torno a 1-2 zonas/il, por lo que se
han disefiado microensayos que utilizan pequenos volumenes, debido a que el

numero de ZP es muy limitado (Bastiaan y cols., 2002).

Teniendo en cuenta que la obtencion de ZP es muy limitada, los
investigadores han trabajado en la sintesis de ZP3 humana recombinante,
habiéndose obtenido diferentes resultados segun los autores. Brewis y cols.
(1996), Bray y cols. (2002) y Chakravarty y cols. (2005) han publicado la
obtenciéon de ZP humana recombinante con actividad bioldégica, mientras que
Martic y cols. (2004) obtuvieron una proteina recombinante sin la actividad
biolégica esperada. Recientemente, Niy cols. (2006) han publicado los resultados
obtenidos utilizando diferentes péptidos aislados de ZP humana recombinante,
en los que se demuestra que provocan un aumento de calcio intracelular e
inducen la RA. A pesar de ello, hasta la fecha, a nivel clinico no se dispone de ZP

humana recombinante que pueda ser utilizada con fines diagndsticos.

La presencia del acrosoma y su habilidad para funcionar apropiadamente
es esencial para el potencial de fecundacién de los espermatozoides y ello fue
demostrado hace afios al observar que los espermatozoides sin acrosoma son
incapaces de penetrar las cubiertas del ovocito (Schill, 1974). El fallo de
fecundacion fue también demostrado en espermatozoides que tienen un gran
porcentaje de cabezas redondas (Jeyendran y cols., 1976). Ademas, se ha

comprobado que el potencial de fecundacibn de una muestra puede estar
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disminuido por los defectos de la estructura o la funcion del acrosoma Schill,
1991).

La capacidad de induccion de la RA se ha correlacionado con la
penetracion espermatica de la ZP (Liu y Baker, 1996 b), una de las principales
barreras que debe atravesar el espermatozoide. Basandonos en ello, se puede
concluir que la capacidad de los espermatozoides para que la RA sea inducida
puede proporcionar informacién para el tratamiento de la infertilidad. El estado del
acrosoma también puede ser usado para determinar el dafio después de la
congelacion/descongelacién de una muestra, ya que dicho proceso afecta al

numero de acrosomas intactos (Cross y Hanks, 1991).

Los espermatozoides sufren de forma espontanea la RA durante la
incubacion en un medio en bajos porcentajes (Fénichel y cols., 1991). EI
significado fisiolégico de esta RA espontanea todavia no se conoce, pero parece
que representa un acontecimiento no deseado. De hecho la RA espontanea
prematura parece ser una alteracion deletérea (Takahashi y cols., 1992). La
pérdida prematura del acrosoma, impide que el espermatozoide se una a la ZP y
de hecho esta induccién prematura es el mecanismo de accion de algunas
sustancias utilizadas con fines anticonceptivos como el “SAMMA” que es capaz
de provocar la exocitosis del acrosoma incluso en espermatozoides no

capacitados, mediante una entrada masiva de calcio (Anderson y cols. 2006).

Teniendo en cuenta que de forma fisioldégica se produce la RA en cierto
grado, lo que se denomina RA espontanea, cuando se valora la capacidad de
respuesta del espermatozoide a un inductor de la RA, los resultados deben
valorarse descontando previamente ese porcentaje de RA espontanea, siendo
esta una forma mas correcta de evaluar la funcion acrosomal (Cummins y cols.,
1991; Fénichel y cols., 1991; Henkel y cols., 1993).

En cualquier caso el valor de corte de la induccién de RA, para discriminar

entre muestras fértiles e infértiles, difiere entre estudios y sigue sin determinarse
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cual es el valor que proporciona el mejor significado biolégico. Calvo y cols.,
(1989) encontraron que este parametro estaba reducido en casos de infertilidad
de origen desconocido aunque la actividad acrosina podia también estar reducida
(Koukoulis y cols., 1989). Fénichel y cols., (1991) encontraron una baja respuesta
al estimulo del ion6foro de calcio en casos repetidos de fallos de fecundacion in
vitro de etiologia desconocida cuando usaron como valor de corte de la induccion
de la RA el 20%. Parinaud y cols. (1995) obtuvieron una prediccién del 83% de los
resultados de FIV por combinacion de los parametros de motilidad y morfologia

con RA espontanea y RA inducida.

Pampiglione y cols., (1993) consiguieron diferenciar entre hombres fértiles
e infértiles y encontraron fallo de fecundacién del 100% cuando el valor de corte
para espermatozoides reaccionados era del 31%. Por otro lado, Cummins y cols.
(1991) usaron el 5% como valor de corte y obtuvieron un valor de prediccion del
90%. Henkel y cols. (1993) sugieren el valor de 7.5% para induccién de la

reaccion en espermatozoides como indicativo de subfertilidad.

A la vista de los datos, es evidente que no se ha establecido un valor de
corte de referencia, debido en parte a que en muchos casos los resultados
obtenidos entre laboratorios no pueden ser comparados, ya que la metodologia
usada para la induccién de la RA o para la evaluacién de la RA es diferente, al
igual que puede variar el criterio de clasificacion de los pacientes fértiles o

infértiles.

La funcionalidad del acrosoma puede ademas asociarse a otras
anormalidades del espermatozoide. Por ejemplo, en astenozoospermia la ratio de
inducciéon de RA es reducida (Pilikian y cols., 1992). En casos severos de
teratozoospermia el flujo de calcio, y la RA inducida y espontanea presenta
defectos (Oehninger y cols., 1994), mientras que en pacientes
teratozoospérmicos la RA inducida esta significativamente relacionada con las

ratios de fecundacion (Liu y Baker, 1998).
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Los problemas que son causados por un defecto de la RA pueden ser debidos
a una insuficiente RA en cuyo caso el uso de un medio y un estimulo adecuado
como la pentoxifilina (PF) que puede ser beneficioso, o deberse a una RA
prematura anormalmente alta, para lo cual el tratamiento con yema de huevo ha
demostrado disminuir la ratio de reaccidn espontanea, e incrementar el numero de

espermatozoides unidos a la ZP (Tesarik y Mendoza, 1995).

Las pruebas de induccién de RA permiten identificar aquellas muestras en
las cuales los espermatozoides no pueden sufrir la RA y por lo tanto no pueden
penetrar el ovocito, incluso cuando la capacitacion es normal. En estos casos la
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) podria ser la opcion
elegida para conseguir la fecundacion de los ovocitos, aunque dgunos autores
como Fraser (1998) opinan que esta técnica sélo deberia usarse cuando los
espermatozoides son incapaces de conseguir fecundar con sistemas de FIV
convencional y la induccion de la RA puede ayudar en la identificacion de casos

donde sea necesario emplear esta técnica.

1.3.3.2.3. Ensayos de interaccién o unién a ZP

La ZP representa una barrera a la que el espermatozoide debe unirse
como paso previo a la penetracion del ovocito (Yanagimachi, 1981, 1994).
Ademas, se ha demostrado que la capacidad del espermatozoide para unirse a la
ZP y sufrir la RA tiene un altor valor de prediccidén sobre el rendimiento de la FIV

en la especie humana (Oehningery cols., 2000).

Diferentes autores han desarrollado ensayos que estudian la capacidad de
los espermatozoides para unirse a la ZP. Los dos ensayos de este tipo mas
comunmente utilizados en la especie humana son el ensayo competitivo de union
a la zona intacta (Liu y cols., 1988) y el ensayo de unién a la hemizona (HZA,
“hemizona assay”) desarrollado por Burkman y cols. (1988), como una variante
del anterior. En esta técnica se obtienen dos hemizonas por microseccion del

ovocito lo que permite obtener dos superficies con una funcionalidad equivalente
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a la ZP intacta; una sera utilizada por el control y otra por la muestra problema, de
modo que el resultado se obtiene como una ratio entre ambos (HZI, ‘hemizona
index”). Ambos estudios, aunque presentan diferencias en la metodologia
utilizada, evaluan la capacidad de los espermatozoides de unirse firmemente a la
ZP. Dichos estudios presentan alto valor de prediccion positivo y negativo,

ademas de un bajo porcentaje de falsos negativos (Oehningery cols., 2000).

En la especie porcina, Berger y cols. (1989) optimizaron las condiciones del
ensayo de unibn a zona Yy detectaron variaciones en el numero de
espermatozoides unidos entre distintos verracos y entre eyaculados de un mismo
verraco. Del mismo modo, Ivanova y Mollova (1993) observaron diferencias
significativas en el numero de espermatozoides unidos a la zona entre grupos de
verracos fértiles y subfértiles. Ademas, el test de hemizona también ha sido
utilizado con espermatozoides de otras especies animales como caballo (Fazeli y
cols., 1995), toro (Fazeli y cols., 1993), perro (Strém Holst y cols., 2000), morueco
(Perez y cols., 2000) y verraco (Fazeliy cols., 1997). Tanto Coddington y cols.
(1991) en la especie humana, como Fazeliy cols. (1995) en el caballoy Fazeli y
cols. (1993) en el toro, describen como el numero de espermatozoides unidos a la

zona es superior en los individuos fértiles que en los subfértiles.

Otro tipo de ensayos son aquellos que estudian las interacciones del
espermatozoide con la ZP, no solo su capacidad de unién. Para ello se determina
la capacidad de sufrir la RA de los espermatozoides que se han unido de forma
activa a la ZP y como consecuencia de ello se ha producido la induccion de la RA.
Liu y Baker desarrollaron en 1996 un ensayo para estudiar la RA de los
espermatozoides unidos a la ZP en la especie humana, cuya representacion
esquematica se refleja en lafigura 8.

En un estudio realizado en 2003, Liu y Baker obtuvieron una alta

correlacion entre el porcentaje de induccion de RA con ZP (ZPIAR, “zona

pellucida induced acrosome reaction”) y el porcentaje de fecundacion. Los
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pacientes con un valor de ZPIAR 16% presentaban una media de fecundacién
del 23%, mientras que con ZPIAR >16% tuvieron una media de la ratio de
fecundacion del 61 %. Estos datos estan en concordancia con los resultados
obtenidos por Franken y cols., (2000) y Bastiaan y cols., (2003) en los que
utilizaron la ZP humana solubilizada como inductor de la RA.

1.3.3.2.4. Ensayos de penetracion de espermatozoides en ovocitos
libres de ZP

Tal y como se indica en el apartado correspondiente a la ZP, dicha
estructura estd considerada como la responsable del establecimiento de la
especificidad de especie, y tras su eliminacién esta especificidad desaparece en
muchos casos. Por ello, los ovocitos sin ZP de algunas especies, como el
hamster, pueden ser penetrados por espermatozoides de otras especies. Este
fendbmeno de penetracidén heterdloga, en ovocitos de hamster sin ZP, fue utilizado
por primera vez por Yanagimachi y cols. (1976) para espermatozoides humanos,
y durante los ultimos 25 afos ha sido ampliamente utilizado para evaluar la
habilidad de espermatozoides heterélogos para capacitarse, sufrir la RA,
fusionarse con el oolema y descondensarse en el ooplasma (Rodgers y cols.,
1979; Liu y Baker, 1992). Ha sido empleado para evaluar la capacidad fecundante
de los espermatozoides en roedores (Hanada y Chan, 1976), conejo Hanada y
Chan, 1978), cerdo (Imaiy cols., 1980; Berger y Horton, 1988), toro (Bousquet y
Brackett, 1982), cabra Berger, 1989), y oveja (Choudhry y cols., 1995) entre
otros.

Este ensayo ha recibido diferentes denominaciones, entre las que figuran
las siguientes: ensayo de penetracidon espermatica (SPA, sperm penetration
assay), penetracion de ovocitos de hamster libres de ZP (HESPA, zona-free

hamster egg sperm penetration assay), test de hamster, etc.
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Numerosos trabajos han estudiado la relacién entre los resultados del
ensayo de penetracion espermatica y el rendimiento de la FIV. Para ello se han
establecido valores de corte segun el numero de ovocitos sin ZP penetrados, que
permitian la clasificacion de las muestras en dos categorias: muestras de alta o
de baja fertilidad. Los porcentajes de penetracion establecidos como valor de
corte, entre las dos categorias varian segun los estudios y oscilan entre el 10 % y
el 20 % de ovocitos heterdlogos penetrados (Oehninger y cols., 2000),
permitiendo obtener predicciones cuya correlacion con los resultados de FIV se

aproximan al 80 % en algunos estudios (Freeman y cols., 2001).

Desde el punto de vista clinico, esta prueba ha sido correlacionada tanto con el
rendimiento de la FIV humana (Aitken y cols., 1987) como con la tasa de
gestacion en estudios prospectivos con pacientes que mostraban infertilidad
idiopatica (Aitken y cols., 1991).

De hecho, a pesar de la complejidad del mismo y la necesidad de personal
técnico especialista para su estandarizacién, se considera uno de los ensayos
mas sensibles para medir la funcionalidad del espermatozoide, que junto a las
interacciones con la ZP, proporcionan informacion valiosa sobre diferentes

aspectos de la funcién espermatica (Oehningery cols., 2000; Aitken, 2006).

Sin embargo, se ha demostrado que este ensayo conlleva un alto
porcentaje de falsos negativos en la prediccion del éxito de la FIV convencional,
por lo que se han desarrollado modificaciones que permiten disminuir el

porcentaje de falsos negativos (Zahalsky y cols., 2003).

Actualmente, este ensayo esta en desuso en las clinicas de reproduccion
asistida por diferentes causas. Una de ellas se basa en el hecho de que en los
roedores la fecundacion depende del centrosoma materno (Schatten y cols.,
1991), mientras que en la especie humana el centrosoma es introducido por el

espermatozoide Simerly y cols., 1995); consecuentemente, el espermatozoide
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humano no puede formar los microtubulos en estos ovocitos cuando es
microinyectado (Hewitson y cols., 1997). Ademas se afiaden otros inconvenientes
para el uso de ovocitos de roedores como son la necesidad de criar los animales
en instalaciones especificas para este fin y el control preciso del ciclo estral de las
hembras para su sacrificio y recogida de los ovocitos.

Por el contrario, otros mamiferos como el cerdo y la vaca también disponen
de centrosoma de origen paterno (Kimy cols., 1996) y ademas ofrecen enormes
ventajas en cuanto a la disponibilidad ilimitada de gametos femeninos obtenidos
en mataderos comerciales; este hecho, junto con la existencia de sistemas de
maduracion in vitro bien establecidos para estas especies (Coy y cols., 2005a;
2005b; Mermillod y cols., 1999), hacen que la posibilidad de desarrollar pruebas
de funcionalidad espermatica con ovocitos porcinos o bovinos libres de zona

pélucida haga interesante su estudio.

1.3.3.2.5. ICSI heterodloga

En general, los ovocitos de mamiferos disponen de mecanismos que
previenen la entrada de espermatozoides de otras especies, a nivel de la ZP
(Yanagimachi, 1994), aunque la fecundacion interespecifica ha sido demostrada
por diferentes laboratorios (revisado por Li y cols., 2003). Hoy dia las técnicas de
microinyeccidon espermatica  permiten sobrepasar la ZP e introducir el
espermatozoide seleccionado (homédlogo o heterdlogo) directamente al interior del
ooplasma, por lo que en estos casos el interés reside en el estudio de la

interaccion del espermatozoide con el ooplasma.

En estos casos, la mayor barrera conocida en cuanto a especificidad de
especie, la ZP, no participa aunque se ha descrito la existencia de cierta
especificidad a nivel del citoplasma en cuanto a la capacidad de activacién del
ovocito y formacidon de pronucleos entre ovocitos de cerdo sin ZP vy
espermatozoides de rata (Zhao y cols., 2002).
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La ICSI permite, entre otros usos, evaluar los eventos que se producen
después de la introduccion del espermatozoide en el ovocito, incluso utilizando
ovocitos heterdlogos, lo cual es de gran interés para los estudios de infertilidad
humana. Dichos eventos post-ICSI corresponden a la desintegracion del
acrosoma, descondensacion del nucleo, organizacion del centrosoma, formacion

de microtubulos, activacidén del ovocito y migracién del pronucleo entre otros.

En la bibliografia revisada sobre el tema, se comprueba la existencia de
estudios que han utilizado ovocitos de raton (Rybouchkin y cols., 1995), hamster
(Ahmadi y Ng, 1999), cerdo (Kimy cols., 1999), vaca (Nakamura y cols., 2001) o
conejo (Terada y cols., 2004) en ICSI heterdloga con diferentes fines, entre los
que figurar el estudio de la activacién del ovocito, el estudio del cariotipo del
espermatozoide humano (Rybouchkin y cols., 1995), la capacidad de
descondensacion del nucleo espermatico y la formacion pronuclear (Ahmadi y Ng,
1999), o la funcionalidad del centrosoma del espermatozoide humano (Nakamura
ycols., 2001; Teraday cols., 2004b).

Como se ha comentado en el apartado anterior, los ovocitos de roedores
presentan algunos inconvenientes frente al uso de ovocitos de animales de
abasto como la cerda o la vaca, por lo que seria interesante estudiar si la
microinyeccion de espermatozoides humanos en ovocitos porcinos o bovinos
podria utilizarse como test de funcionalidad espermatica. Nakamura y cols. (2001)
utilizaron ovocitos de vaca para microinyectar espermatozoides humanos,
provocando la activacién artificial de los ovocitos, mediante pulsos piezo eléctricos

y alcohol y estudiaron la funcionalidad del centrosoma del espermatozoide.

En la especie porcina, Kim y cols. (1999) utilizaron ovocitos de cerda para
la microinyeccion de espermatozoides de diferentes origenes (porcino, bovino,
murino y humano) y obtuvieron formacion pronuclear y aposicion de los
pronucleos para todas las especies, aunque ninguna de las fecundaciones

heterdlogas alcanzo6 el estadio de dos células. Sin embargo estos autores no
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propusieron su aplicacién para evaluar la funcionalidad espermatica, estudiando
parametros como la capacidad de activacién del ovocito, descondensacion del

nucleo o la formacion de pronucleos.

1.3.3.2.6. FIV homdéloga y heterdloga.

Entre los bioensayos de interaccibn de gametos, los ensayos de
fecundacion son los mas completos, por ser los que evaluan de forma conjunta

mayor numero de procesos implicados en la fecundacién.

Segun First y Parrish (1987), la FIV homologa con ovocitos que mantinen la
zona intacta permite obtener una mejor prediccidén de la fertilidad que los analisis
rutinarios de evaluacion del semen. Sin embargo este ensayo, tiene evidentes
limitaciones éticas para su uso en la especie humana, aunque su desarrollo si es
posible en especies animales. Por ejemplo, en cerdo ha sido muy utilizado y se ha
demostrado que es posible el uso tanto de ovocitos maduros in vitro (Xu y cols.,
1995), como ovocitos inmaduros (Martinez y cols., 1993; Matas y cols., 1996).
Ademas, los resultados demuestran que en la especie porcina existe una buena
correlacion entre los resultados de fecundacion in vitro y el resto de parametros
convencionales, a excepcion de la concentracion espermatica y la tincion vital con

eosina-nigrosina (Gadea y Matas, 2000).

En la actualidad es posible el uso de ovocitos vitrificados para su uso en los
test de penetracion. Recientemente Macedo y cols. (2006) han demostrado que
los ovocitos porcinos vitrificados pueden utilizarse para predecir la fertilidad de
verracos, siendo el test de penetracion el unico método capaz de identificar la

reduccion de la calidad seminal tras 72 horas desde la recogida.

Ademas, la fecundacion heterdloga utilizando gametos procedentes de
animales de produccion es utilizada para el estudio de la calidad espermatica de
especies de animales salvajes y /o en peligro de extincion (McHugh y Rutledge,

1998; Roth y cols., 1998) y se considera de gran interés como herramienta para la
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seleccion de las muestras mas idoneas a utilizar en los programas de
recuperacion de estas especies Roth y cols., 1999). En bbvidos es a menudo
utilizada por lo que se ha sugerido que existe una escasa especificidad de
especie (Hugh y Rutledge, 1998).
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2. MATERIAL Y METODOS

En este apartado se describe la metodologia seguida en el trabajo y los
materiales utilizados. En referencia a los reactivos empleados, la mayoria fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich Quimica (Madrid, Espafia), por lo tanto so6lo se hara

mencion expresa de la procedencia en caso contrario.

2.1. OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO

La recogida del material bioldgico utilizado se realiz6 a partir de diferentes
fuentes, segun el tipo de material y la especie animal. Mencién aparte merecen
las muestras biolégicas humanas, para cual se disponia del permiso de la

Comision Nacional de Reproduccioén Asistida.

2.1.1. Obtencidn de espermatozoides

2.1.1.1. Espermatozoides porcinos

Las muestras de espermatozoides porcinos proceden de verracos de
fertilidad, del centro de inseminacién artificial de la granja Lo Navarro de Murcia,
S.A. El semen se obtuvo mediante el método manual, recogiendo la fraccion rica
del eyaculado. A continuacion, en el laboratorio del centro de inseminacion el
semen se diluy6 1:1 en BTS (Beltsville Thawing Solution) y se traslado, protegido

de la luz, hasta el laboratorio de la Facultad de Veterinaria de Murcia.

2.1.1.2. Espermatozoides bovinos

Los espermatozoides de toro utilizados procedian de dosis seminales
congeladas de machos adultos de fertilidad comprobada, de la raza autoctona
“Asturiana de los Valles” cedidas por la Asociacion de Criadores (ASEAVA, Gijon).
El semen se conservo en nitrégeno liquido (-196°C) en pajuelas de 0’5 ml en el

laboratorio hasta su uso.
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2.1.1.3. Espermatozoides humanos

Las muestras de espermatozoides humanos proceden de pacientes del
centro IVI-Murcia con problemas de fertilidad (que Illamaremos muestras
“‘paciente”). Ademas se obtuvieron muestras de voluntarios de fertilidad probada
(que llamaremos muestras “donante”). En ambos casos los hombres dieron
previamente su consentimiento para el uso de dichas muestras. Ademas la
Comision Nacional de Reproduccion Asistida, autorizé el uso de muestras de
semen humano para los fines concretos de esta investigacion, de acuerdo a la

legislacidn vigente.

Las muestras se obtuvieron mediante masturbacién, después de un
periodo de abstinencia sexual de entre 3 a 5 dias. Tras la recogida del eyaculado
en recipiente estéril, se dejé en estufa a 37°C entre 30 y 60 minutos para permitir

su licuefaccién y a continuacion se realizé la capacitacion.

2.1.2. Obtencion de ovocitos

2.1.2.1. Ovocitos bovinos inmaduros

Los ovarios bovinos proceden de terneras con edades comprendidas entre
9 y 18 meses de edad, sacrificadas en el matadero Merca Murcia (El Palmar,
Murcia) se transportaron en contenedor isotermo hasta el laboratorio durante la
hora siguiente al sacrificio. Una vez en el laboratorio, los ovarios se lavaron en
solucion salina y los foliculos mayores de 6 mm de didmetro se aspiraron y su

contenido se descartd antes de comenzar a seccionar los demas foliculos.

A continuacion los foliculos de entre 2 y 6 mm de diametro se seccionaron
con el uso de un bisturi, realizando incisiones paralelas en toda la superficie del
ovario. El contenido se recogié en un vaso de precipitados que previamente

contenia medio de recogida (OCM). Posteriormente se procedi6¢ al filtrado del
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contenido mediante un sistema “Millipore” (Figura 5), que dispone de un filtro de
“nylon” de 80um didmetro de poro que permite el paso del fluido folicular y los
restos celulares de menor tamafo, quedando retenidos los ovocitos cuyo diametro
aproximado es de 120um. Se realizaron dos lavados afiadiendo OCM limpio y a
continuacién se volcé el contenido en placas de Petri para seleccionar los
ovocitos, utilizando un estereomicroscopio Nikon (modelo SMZ-10 A). Se
seleccionaron aquellos ovocitos que estuban rodeados por varias capas
compactas de células del cumulus oophorus y que mostraban un citoplasma

homogéneo.

Figura 5. Sistema de filtrado para recogida de ovocitos bovinos.

2.1.2.2. Ovocitos porcinos inmaduros
Los ovarios porcinos proceden de cerdas prepuberes sacrificadas en el

matadero El Pozo (Alhama de Murcia) y se transportaron en contenedor isotermo

tras el sacrificio hasta el laboratorio.
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Los ovarios se lavaron en una solucion de cetrimida (Bromuro de
hexadecil-trimetailamonio)y posteriormente en solucién salina atemperada. Los
ovocitos se obtuvieron seccionando con hoja de bisturi, los foliculos ovaricos cuyo
didmetro oscilaba entre 3 y 6 mm. El contenido se mezclé con PBS y se dejo
sedimentar en tubos cénicos. Una vez eliminado el sobrenadante, el sedimento se
diluy6 de nuevo con PBS limpio. Con ayuda del esteromicroscopio se
seleccionaron los ovocitos que presentaban un citoplasma homogéneo y estaban
rodeados de varias capas de células del cumulus oophorus con aspecto compacto

y uniforme.

En ambas especies, porcino y bovino, los ovocitos seleccionados se
aspiraron con una pipeta Pasteur adelgazada, de diametro superior al de los
complejos cumulos-ovocito (COC’s) y se colocaron en una placa con PBS.
Posteriormente se realizaron dos lavados con el medio de maduraciéon

correspondiente en cada caso antes de transferirlos a la placa de maduracion.

2.1.2.3. Ovocitos ovulados (oviductales)

Con la finalidad de obtener ovocitos porcinos y bovinos ovulados se
recogieron de matadero genitales de estas hembras en los que se observd que
los ovarios presentaban puntos de ovulacion recientes y se transportaron en un
contenedor isotermo hasta el laboratorio. Alli, se aislaron los oviductos y se
realizé un lavado de los mismos con PBS introduciéndolo con una jeringa a nivel
de la unién
utero-tubarica y recogiéndolo por el otro extremo, en la zona del infundibulo
(Figura 6). El contenido se observé en el estereomicroscopio y se obtuvieron los
ovocitos que habia. Con este método se obtuvieron ovocitos ovulados in vivo y
que habian estado en contacto con las secreciones del oviducto, desde su

ovulacién hasta la recogida.
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FIGURA 6. OBTENCION OVOCITOS MADURADOS IN VIVO
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2.1.2.4. Ovocitos madurados in vivo (foliculares)

Para obtener ovocitos madurados in vivo, sin necesidad de intervenir
quirurgicamente a los animales para este fin, se obtuvieron ovocitos de foliculos
preovulatorios, a partir de ovarios de porcino y bovino obtenidos de matadero. Se
consideraron foliculos preovulatorios aquellos que presentaban un diametro
aproximado de 15mm o superior en el caso de la vaca (Vasconcelos y cols. 1999)
y proximo a los 10mm en el caso de la cerda (Conley y cols. 1994).

Los foliculos seleccionados se aspiraron mediante una jeringa con aguja de
calibre 18Ga. A continuacion el contenido folicular se colocd en una placa y se

observo en el estereomicroscopio y se localizaron los ovocitos.

2.1.3. Obtencién de fluido oviductal

Los oviductos se obtuvieron a partir de genitales de terneras entre 9 y 18
meses de edad sacrificadas en matadero. Los ovarios junto a los oviductos
obtenidos en matadero, fueron transportados en seco en un contenedor isotermo

hasta su llegada al laboratorio donde se colocaron en un bafo de hielo.

Una vez en el laboratorio los oviductos se separaron del ovario y se
diseccionaron eliminando el mesosalpinx que los rodeaba, utilizando tijeras y
pinzas. Una vez diseccionados, se procedio a la recogida del fluido existente en la
luz del oviducto, entre dos personas, utilizando una pipeta automatica de 200 pl

(Figura 7).
A continuacion el fluido obtenido se depositdé en tubos pequefios y se

centrifugd durante 10 minutos a 7000g. Se aspir6 el sobrenadante y se congeld

inmediatamente a —20°C.
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FIGURA 7. OBTENCION DE FLUIDO OVIDUCTAL
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2.2. MEDIOS DE TRANSPORTE, LAVADO y RECOGIDA DE LOS
GAMETOS

2.2.1. Medio de transporte de los ovarios

El medio utilizado para el transporte de los ovarios, desde el matadero
hasta los laboratorios de Fisiologia Veterinaria de la Universidad de Murcia, en
ambas especies, fue solucion salina fisioldgica (SSF) con 100 Ul/ml de penicilina
y 100 pyg/ml de estreptomicina.

2.2.2. Medio de lavado de los ovarios

En el caso de ovarios de vacas se utilizé solucion salina fisiologica (SSF)
para su lavado. Para los ovarios de cerda, se utilizdé solucién de cetrimida al
0'04% (w/v) y SSF. En ambos casos el lavado de los ovarios se realizd

inmediatamente tras la llegada al laboratorio.

2.2.3. Medio de recogida de ovocitos de vaca (OCM)

El medio de recogida utilizado fue el TCM-199 modificado con sales de
Hanks, L-Glutamina y rojo fenol, al que se le afliadio bicarbonato sodico y Hepes,
ajustando el pH a 7’4 (ver cuadro anexo). El dia de su uso fue suplementado con
suero fetal bovino (SFB), glutamina y antibiéticos (Edwards y Hansen, 1996). El

SFB fue suministrado por “Biological Industries” (Beitz Haemek, Israel).
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MEDIO DE RECOGIDA
DE OVOCITOS DE VACA (OCM)

COMPONENTES CONCENTRACION
M199 modificado con sales de
Hanks, L-glutamina y rojo fenol 10’6 mg/L
(M-0393)
e NaHCO; 4’2 mM
» Hepes 10 mM
@ Suero fetal bovino 2%
» Glutamina 2 mM
@ Penicilina 10.000 Ul/ml
@« Estreptomicina 10.000 Ul/ml

2.2.4. Medio de recogida de ovocitos de cerda

El medio utilizado fue el Tampon Fosfato Salino de Dubelcco modificado
(PBS) suplementado con 1 mg/ml de alcohol polivinilico (PVA) y 0’005 mg/l de
rojo fenol como indicador de pH. Ademas, este medio fue utilizado para realizar

lavados de los ovocitos y para su manejo.
2.2.5. Medios de dilucion de dosis seminales
El medio utilizado para la dilucion de las dosis seminales de

espermatozoides porcinos fue BTS (Beltsville Thawing Solution; Pursel y Johnson,
1975).
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Diluyente BTS
(Beltsville Thawing Solution)
COMPONENTES CONCENTRACION

o Glucosa 0’0002 mM
e NaEDTA-2H,0 3’36 mM

e NaHCO; 15 mM

e Citrato-Na3z-2H,0O 20 mM

w KCI 5mM

2.3. MEDIOS DE CULTIVO (MADURACION Y FIV)

Algunos de los medios de cultivo utilizados fueron elaborados en el
laboratorio tal y como se indica a continuacién. En estos casos se prepararon
usando agua ultrapura (Milli-Q). A continuacién, se esterilizaron por filtracion
mediante filtro de membrana con diametro de 0°22 i m en cabina de flujo laminar y

se conservaron en frigorifico a 4°C el tiempo indicado para cada caso.

2.3.1. Medios de maduracién in vitro (MIV) de ovocitos

El medio de MIV de ovocitos bovinos utilizado fue TCM-199 modificado con
sales de Earle, L-Glutamina y rojo fenol, al que se le afiadié bicarbonato y se
ajustd el pH a 7°35. Cuatro horas antes de su utilizacibn se le adicion6
L-glutamina, piruvato de sodio, SFB, gentamicina, hCG (Chorulon, Intervet
Internacional B.V., Boxmeer, Holanda) y PMSG (Foligon, Intervet Internacional
B.V., Boxmeer, Holanda), y se equilibr6 en camara de cultivo con atmésfera
humidificada a 38’5°C y 5% de CQ, (Edwards y Hansen, 1996).
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MEDIO DE MADURACION INVITRO
DE OVOCITOS BOVINOS (OMM)
COMPONENTES CONCENTRACION

e M199 con L-Glutaminay 9’5 mg/L

sales de Earle’s

& NaHCOs 26'2 mM
» L-Glutamina 2mM

@ Piruvato sodico 0’2 mM
e Suero Fetal Bovino 10 %

» Gentamicina 50 pg/ml
e FSH 10 Ul/ml
w LH 10 Ul/ml

Para la MIV de ovocitos porcinos se empled el medio NCSU-37. Se prepard
una solucion “stock” que se conservo en condiciones estériles a 4°C durante un
maximo de dos semanas. En el momento de su uso, se suplemento tal y como

describieron Funahashi y cols. (1997) y como se refleja a continuacién.

MEDIO DE MADURACION DE
OVOCITOS PORCINOS (NCSU-37)

COMPONENTES CONCENTRACION
» NaCl 108’73 mM
w NaHCOs; 2507 mM
e KCI 4’78 mM
w KH2PO4 119 mM
o MgSO47H0 119 mM
e CaClk2H,0 1’70 mM
o Glucosa 555 mM
w» D-Sorbitol 12’00 mM
@ Penicilina G sédica 0’18 mM
@ Estreptomicina 3900 Ul/ml
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SUPLEMENTO AL MEDIO DE MADURACI
DE CERDA (NCSU-37)
COMPONENTES

ON DE OVOCITOS

CONCENTRACION
0’57 mM

Cisteina

@« a-mercaptoetanol 50°00 i M
@ Insulina 5’00 mg/I
» dbAMPc 1’00 mM
@ Fluido folicular porcino 10% (v/v)
w» PMSG 10 Ul/ml
w hCG 10 Ul/ml

El fluido folicular porcino (PFF) es un fluido biolégico que in vivo ocupa el
interior del foliculo ovarico donde se aloja el ovocito. Este fluido se forma
mayoritariamente como un trasudado de plasma a través de la lamina basal del
foliculo y se va acumulando en el antro folicular. Esta compuesto por proteinas
propias del plasma y ademas posee esteroides y glucoproteinas sintetizadas por
las células de la pared folicular. Los foliculos antrales grandes, contienen
concentraciones altas de 17p-estradiol en la fase folicular y de progesterona en

los momentos proximos a la ovulacién (Hafez, 2000).

El PFF utilizado se obtuvo mediante aspiracion con jeringa de los foliculos
presentes en los ovarios obtenidos de matadero. Posteriormente, el fluido se
centrifugd a 4°C durante 30 minutos a 3000g y se recogi6é el sobrenadante. A
continuacién se filtré a través de filtros de membrana de 0°’2um y se congeld hasta

su uso a —20°C.
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2.3.2. Medios de FIV

El medio de FIV bovina utilizado fue el FIV-TALP. Inicialmente se prepard
el medio “FIV-stock” ajustado a un pH de 7’3, el cual se mantuvo en frigorifico a
4°C en condiciones estériles hasta 15 dias. Previo a su uso, el “FIV-stock” se
suplement6 con BSA, piruvato de sodio, heparina y antibiético como lo describen
Parrish y cols. (1988), pasando a denominarlo “FIV-TALP”. Se equilibré6 durante
24 horas en camara de cultivo con atmdésfera humidificada a 38’5°C y 5% de CQO..
Para la fecundacién, 30 minutos antes, se afadieron 50 pl/ml de la mezcla
epinefrina-hipotaurina-penicilamina (PHE). La solucion final de PHE que se utilizd
se preparé a partir de la mezcla de las soluciones intermedias (A, B, C y D), cuya

composicién de cada una de ellas se indica en la tabla correspondiente y PBS.

MEDIO DE FECUNDACIGC

OVOCITOS DE VACA (FIV-STOCK)
COMPONENTES CONCENTRACION
s NaCl
e KCI 3’2 mM
o NaHPOs°H,O 0’3 mM
@ Acido lactico 10 mM
w CaCl*2H,0 2 mM
& NaHCO; 25 mM
w MgChk*6H,0 0’5 mM
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PHE

SOLUCION A (10 ml)
COMPONENTES CONCENTRACION

10 mi
« Hipotaurina 1 mM

w Solucion salina

SOLUCION B (10 ml)
COMPONENTES CONCENTRACION

10 ml
w Penicilamina 2 mM

w Solucion salina

SOLUCION C (50 ml)
COMPONENTES CONCENTRACION

« Acido lactico 29’43 mM

« Meta bisulfito 529 mM
sodico
w PBS 50 ml

SOLUCION D (40 ml)
COMPONENTES CONCENTRACION

» Solucion C 40 ml
@ Epinefrina 1’83 mg

SOLUCION FINAL (40 ml)
COMPONENTES VOLUMEN

w Solucion A 10 ml

w Solucion B 10 ml
@ Solucion D 4 mil
« PBS 16 ml
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Para la FIV en la especie porcina, se utiliz6 el medio TALP con las
modificaciones descritas por Rath y cols. (1999). Se prepar6 una solucién “stock”
denominada “TALPp stock” la cual se conservd bajo condiciones estériles a 4°C

durante un maximo de dos semanas.

WWI
COMPONENTES CONCENTRACION
» NaCl 114’06 mM
e NaHCOs; 25'07 mM
» KCI 3’20 mM
w NaHPOsH,0 0’35 mM
e MgCl*6H,0 0’50 mM
» Lactato Ca*5H,0 8’00 mM
@ Lactato sodico 10°00 mM
o Glucosa 500 mM
e Cafeina 2’00 mM
@ Sulfato de kanamicina 0’17 mM
@« Rojo fenol 0’003 mM
w PVA 1 mg/mi

Previamente a su uso como medio de fecundacion, el medio “TALPp stock”
se suplementé con 3 mg/ml de albumina sérica bovina libre de acidos grasos
(BSA-FAF) y 0’12 mg/ml de piruvato sodico. EI pH se ajusté hasta 7’4 en un
incubador al 5% de CO,, 38'5°C y atmosfera saturada de humedad durante 5h

antes de su uso.
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2.3.3. Medios de manipulacién y capacitacién de espermatozoides

El medio utilizado para la manipulacibn vy capacitacion de los
espermatozoides bovinos fue SPERM-TALP Edwards y Hansen, 1996) cuyo
“stock” se prepar6 tal y como se indica a continuacién en la tabla (SPERM-TALP
STOCK”. En el momento de usarlo, se le afiadié BSA, piruvato de sodio, heparina
y antibiéticos, denominandose SPERM-TALP. Para la capacitaciéon se utilizd un
gradiente de Percoll® al 90% y 45% en SPERM-TALP.

MEDIO DE MANIPULACION Y CAPACITACION DE

ESPERMATOZOIDES BOVINOS
SPERM-TALP STOCK
COMPONENTES CONCENTRACION

« NaCl

w KCI 32mM
e NaHPO4sH,O 0’3 mM
@ Acido lactico 21’5 mM
w CaCl2-2H20 2mM
» NaHCO; 25 mM
» MgCly*6H,0 0’4 mM
« Hepes 10 mM

MEDIO DE MANIPULACION Y CAPACITACION DE

ESPERMATOZOIDES BOVINOS
SPERM-TALP

COMPONENTES CONCENTRACION
w Sperm-TALP-Stock
w BSA 6 mg/ml
@ Piruvato sddico 1mM
« Heparina 175 Ul/ml
» Penicilina 10.000 Ul/ml
» Estreptomicina 10.000 Ul/ml
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PERCOLL®

10X STOCK
COMPONENTES CONCENTRACION

» NaCl 799’96 mM
e KCI 30’85 mM
o NaHPO4sH,O 28’98 mM

PERCOLL® 90% (200 ml)
COMPONENTES CONCENTRACION

w 10 X Stock 20ml

e NaHCOs; 25 mM

w Percoll 180°0 ml
e MgCL,*6H,0 0’395 mM
e CaCly 195 mM

PERCOLL® 45% (10 ml)
COMPONENTES CONCENTRACION
» 90% Percoll
» SPERM-TALP 5mi

El medio de manipulacién y capacitacidon de espermatozoides porcinos fue
el TALP, suplementado del mismo modo que cuando se utilizd como medio de
fecundacion. Ademas se utilizé Percoll® (Amershan Biosciences, Upsala, Suecia)
90% y 45% preparado segun la composicion descrita en la tabla anterior, para la
capacitacion.
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Para la manipulacién y capacitacién de espermatozoides humanos se utilizé “IVF
Medicult” (Sydney, Australia) y “PureSperm Nidacom” (International AB, Suecia)
cuya composicion cualitativa declarada segun el fabricante es la que se indica a

continuacion:

MEDIO DE CULTIVO PARAGAMETOS
HUMANOS (IVF Medicult ®)

Componentes declarados por el fabricante

w Solucidon balanceada de Sales de Earle
(EBSS)

@ Albumina sérica humana (HSA)
@ Glucosa

@ Bicarbonato sodico

@ Penicilina 50.000 Ul/I

w Estreptomicina 50 mg/l

» Rojo Fenol

MEDIO DE MANIPULACION Y CAPACITACION DE
ESPERMATOZOIDES HUMANOS

PureSperm®

Componentes declarados por el fabricante

@ Silice recubierta de silano

« Hepes

» Cloruros de sodio, potasio y
calcio

w EDTA

@ Glucosa

» Agua
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2.4. PROCESADO DE LOS ESPERMATOZOIDES

2.4.1. Procesado de espermatozoides porcinos

Para su capacitacion se utilizé6 gradiente de Percoll® 90% vy 45% (v/v),
sobre el que se depositd un volumen de 0’5 ml del semen diluido previamente en
BTS. Se centrifugé a 700g durante 30 minutos. Las células espermaticas que
atravesaron el gradiente y se depositaron en el fondo fueron aspiradas y se
lavaron en medio TALP mediante centrifugacion a 100g durante 10 minutos. Tras
la centrifugacion los espermatozoides se resuspendieron de nuevo en medio
TALP. Se utilizé una alicuota de esta suspensién para comprobar la motilidad y
determinar la concentraciéon espermatica mediante recuento en hemocitometro,

para ajustarla a una concentracion final de 10° células/ml.
2.4.2. Procesado de espermatozoides bovinos

Los espermatozoides bovinos se procesaron de manera similar a la
descrita para los espermatozoides porcinos. Treinta minutos antes de la FIV se
procedio a la descongelacion de la pajuela de semen (0’5 ml) en bafio a 38'5°C
durante 45 segundos y se depositd el semen de la pajuela en un gradiente de
Percoll® 90% vy 45% en SPERM-TALP, previamente atemperado (Parrish y cols.,
1988). Seguidamente se centrifugdé a 900g durante 10 minutos y se resuspendio
el precipitado en 10 ml de medio “SPERM-TALP”. Se centrifugd nuevamente a
300g durante 8 minutos y tras retirar el medio “SPERM-TALP”, el precipitado
obtenido se homogeneiz6 en 500 yl de medio FIV-TALP, previamente equilibrado.
Se utiliz6 una alicuota de esta suspension para comprobar la motilidad y
determinar la concentracion espermatica mediante recuento en hemocitometro. El
resto de la suspensién se mantuvo en la camara de cultivo mientras se calculo el
volumen a utilizar de la suspension espermatica para alcanzar una concentraciéon

de 10° espermatozoides/ml que se utilizé para la FIV bovina.
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2.4.3. Procesado de espermatozoides humanos

Un total de 60 muestras de semen humano fueron utilizadas. Tras la
licuefaccidon de las muestras, se utilizé un gradiente de densidad para seleccionar
los espermatozoides métiles. El medio utilizado fue PureSperm® Nidacom
(International AB, Suecia) a 90% y 45%. Una vez depositado 1 ml del semen
sobre el gradiente se sometié a centrifugacion a 300g durante 15minutos y se
recuperd el sedimento, el cual se lavo con medio de cultivo (IVF Medicult® o TALP
segun la experiencia) a 600g durante 5 minutos. Se elimin6 el sobrenadante y el
sedimento se resuspendié en un volumen pequefio del medio utilizado. Una
muestra alicuota de esta suspension se utilizd para evaluar la motilidad vy
determinar la concentracién espermatica mediante recuento en hemocitdmetro,
mientras el resto de la suspensién se mantuvo en la camara de cultivo mientras
se calcul6 el volumen a utilizar de la suspension espermatica para alcanzar la

concentracion deseada en cada experiencia.

2.5.  INDUCCION Y VALORACION DE LA RA

2.5.1. Induccién de RA con iondforo de calcio

Para la induccion de la RA con inoforo de calcio, se utilizé el ionoforo
A23187 (luka, Madrid, Espafa). Los espermatozoides humanos previamente
capacitados mediante gradientes de ‘PureSperm” fueron incubados con 5uM de
ionoforo de calcio durante 3 horas a 38’5°C en medio de fecundacion (TALP o IVF
Medicult®, segin los grupos). Finalmente, los espermatozoides fueron
centrifugados y lavados dos veces con medio limpio para eliminar los restos de
ionoforo y una alicuota de esta muestra se utilizd6 para valorar el estado del
acrosoma. El resto de la muestra fue utilizado en los experimentos que

correspondian.
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2.5.2. Induccién de RA con agonistas naturales.

Como agonistas naturales de la induccion de la RA en espermatozoides
humanos se utilizaron progesterona y fluido folicular porcino. Los agonistas se
afiadieron al medio de fecundacion, de forma separada. Las concentraciones
utilizadas fueron 10uM de progesterona, mientras que el fluido folicular se afadio

arazoén del 2% en el medio.

2.5.3. Valoracion de la RA

Para la valoracion del estado del acrosoma de los espermatozoides
humanos unidos a la ZP, se siguio el método descrito por Liu y Baker (1996)
utilizado para espermatozoides humanos, cuya representacion esquematica

aparece en la Figura 8.

Tras la incubacion con los ovocitos, los espermatozoides con una adhesion
labil se eliminan aspirando los ovocitos varias veces con una pipeta de cristal de
diametro amplio; posteriormente los espermatozoides que permanecen unidos de
forma son despegados de la superficie de la ZP utilizando una pipeta de diametro
ligeramente inferior al diametro del ovocito (aproximadamente 120 um) en un
pequefio volumen. Para su fijacidon se colocan sobre una pequefia area delimitada
de un portaobjetos, dejando secar al aire y posteriormente se permeabiliza con
metanol durante 30 minutos. Finalmente se realiza la tincidon con la lectina PSA
marcada con fluoresceina (FITC-PSA), a una concentracion de 40ug/ml durante
20 minutos en estufa a 38’5°C. Las muestras se montaron utilizando DABCO y
cubreobjetos, procediendo inmediatamente a su evaluacion en el microscopio de
fluorescencia. Se realizé el recuento de 200 espermatozoides para cada uno de
los pocillos donde se habian incubado los espermatozoides. El resultado obtenido

se expres6 como porcentaje de RA.
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Para evaluar el estado del acrosoma tras la tincién, se siguieron los
criterios descritos por Cross y cols. (1988), Cummins y cols. (1991) y Franken y
cols. (2000). Se consideraron como espermatozoides con el acrosoma
reaccionado aquellos que presentaban algunos de los siguientes patrones: i)
presencia de una zona tefiida diferencial en la region ecuatorial a modo de banda;
ii) ausencia de tincion sobre la superficie completa de la cabeza espermatica v iii)

tincion a modo de parcheado sobre la regién acrosomal (Figura 9).

Espermatozoides
unidos a la ZP

Pipeta

_.-F""-f
Separacion
mecanica de los
espermatozoides
unidos a la ZP

Espermatozoides Fiiacion v tincion de |
atravesando la ZP ljacion y tincion de 1os
espermatozoides separados

' )

Evaluacion de la Evaluacion de
penetracion de la ZP la RA

Figura 8. Representacion esquematica de la técnica para determinar la induccion de la RA con ZP
intacta. (Modificado de Liu y cols. 2004).
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FIGURA 9. VALORACION RA
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2.6.  MADURACION /N VITRO DE OVOCITOS

2.6.1. MIV de ovocitos bovinos

La MIV de los ovocitos seleccionados se efectud en placas de intercambio
gaseoso de cuatro pocillos (Nunclon ™, Nunc, Dinamarca), en medio de
maduracién. La proporcion de ovocitos/medio fue de 50/500ul. La maduracién se
realizé en atmoésfera humidificada a 38'5°C y 5% de CO,. En la vaca el tiempo de
MIV de los ovocitos fue de 24 horas en OMM.

2.6.2. MIV de ovocitos porcinos

En la especie porcina, la MIV de los ovocitos se realizé en las mismas
condiciones de incubacién descritas para la especie bovina. El medio utilizado fue
NCSU-37. Transcurridas las primeras 20-22 horas de maduracién, los complejos
cumulus oophorus-ovocito (CCO’s) fueron transferidos a medio sin PMSG, hCG y
dbAMPc donde se lavaron dos veces y se cultivaron durante otras 20-22 horas
(Funahashi y Day, 1993).

2.6.3. Preincubacion de ovocitos porcinos y bovinos en DTSP
ElI DTSP, o Di(N-succinimidil) 3,3'-ditiodipropionato Dithiobis(succinimidil

propionato, Fluka), fue diluido en DMSO a razon de 25 mg/ml y congelado a

—20°C hasta su uso.

C14H16N20gS

q*/\\/\n/b

Peso molecular 404 .42

Figura 10. Estructura molecular del DTSP
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Tras la maduracion, y antes del momento de la fecundacién, los ovocitos
maduros se incubaron durante 30 minutos con DTSP a diferentes
concentraciones segun los grupos (0'06, 0'30 y 0’60 mg/ml) en medio de
fecundacion. Un grupo control con un volumen similar de DMSO se empleb como
control en uno de los replicados. Posteriormente, los ovocitos fueron lavados en

medio de fecundacion limpio y se procedio a su fecundacion.

2.6.4. Preincubacion de ovocitos porcinos y bovinos en fluido oviductal

El fluido oviductal bovino congelado, obtenido previamente como se indico
en el apartado 2.1.3, se descongel6é antes de su uso, manteniéndolo en el
incubador para atemperarlo a 38’5°C, antes de incubar los ovocitos en el mismo.
A continuacion se coloco una gota de 50 ul de fluido en el interior de uno de los
pocillos de una placa de cultivo “Nunclon”® y se cubrié con aceite mineral para
evitar su evaporacion. Se aspir6 una pequefia cantidad de fluido en la pipeta a
utilizar y los ovocitos, previamente lavados en PBS se introdujeron con la menor
cantidad de medio en las gotas de fluido correspondientes. La proporcién entre el
volumen de fluido oviductal y el numero de ovocitos incubados en el mismo fue de
1ul:Tovocito. La placa se mantuvo en el incubador a 38'5°C con 5% de CQ, y
atmosfera saturada de humedad durante 30 minutos. Una vez finalizado el tiempo
de incubacion, los ovocitos fueron lavados en PBS y utilizados para diferentes

experimentos (tiempo de digestion con pronasa o FIV).

2.7. DIGESTION DE LA ZP CON PRONASA

En todos los grupos de ovocitos sometidos al proceso de digestion de la ZP
con pronasa, de forma previa a la digestidon, se eliminaron las células del cumulus

oophorus con una pipeta automatica, para facilitar la observaciéon de la ZP.
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2.7.1. Tiempo de digestion de la ZP

Los ovocitos denudados se lavaron en PBS y se distribuyeron en grupos de
10, en microgotas de 50 ul de soluciéon de pronasa de Streptomyces griseus (4
U/mg) al 0’5 % en PBS. Una vez que se introdujeron en la microgota de pronasa
comenzd a medirse el tiempo. Se consideré como tiempo final, el momento en
que se observd la digestibn completa de la ZP Figura 11). Los ovocitos se
observaron bajo el esteromicroscopio a 20 y 40 aumentos de forma continua
durante los primeros 10 minutos de contacto con la pronasa. En los casos en que
trascurridos los 10 minutos no se observo la digestion de la ZP, se controlaron de
forma regular cada minuto. Transcurrida 1 hora sin observar la digestion de la ZP
la frecuencia con que se controlaron fue aproximadamente cada 5 minutos y
transcurridas 3 horas se controlo el estado de la ZP cada 15 minutos
aproximadamente. En los casos en que la ZP fue disolviéndose muy lentamente,
para determinar el momento de la digestién completa de la ZP se observaron bajo

microscopio invertido con éptica Hoffman a 200 aumentos.

2.7.2. Obtencion de ovocitos libres de ZP

La metodologia seguida para este proceso fue similar a la descrita en el
apartado anterior en cuanto al enzima utilizado y distribucién de los grupos. Se
prestd especial atencion a retirar rapidamente de la pronasa los ovocitos en el
momento que se observo la digestion completa de dicha estructura.
Seguidamente se procedid a realizar tres lavados de los ovocitos en PBS
atemperado con abundante volumen, con la finalidad de eliminar los posibles
restos de la pronasa. A continuacion se mantuvieron en PBS atemperado durante

10 minutos, antes de ser inseminados.

101



Material y Métodos

FIGURA 11. DIGESTION ZP.
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2.8. FECUNDACION /N VITRO

2.8.1. FIV homdloga (porcina y bovina)

En la especie porcina, se depositaron 50 ovocitos en 250 ul de medio TALP
y se afiadieron 250ul de espermatozoides procesados con Percoll® segun se ha
descrito anteriormente. El tiempo de cocultivo de los ovocitos con los
espermatozoides fue de 4 horas. Después de este tiempo, los ovocitos se lavaron
muy bien mediante suscesivos pases a través de una pipeta Pasteur adelgazada
para eliminar el exceso de espermatozoides adheridos a la ZP y se introdujeron

en medio de fecundacion TALP limpio hasta el dia siguiente.

En la especie bovina, se retir6 el medio de MIV del pocillo donde se
encontraban los 50 ovocitos y rapidamente se afiadieron 500ul del medio de FIV,
donde ademas se afadieron 25ul de PHE y se incubd durante 30 minutos
aproximadamente antes de proceder a la inseminacion. En el momento de la
inseminacion, se anadié la cantidad de semen necesaria para alcanzar una
concentracion de 10° espermatozoides. El cocultivo se mantuvo durante 18-20

horas en incubador.

Una vez finalizado el periodo de cocultivo se procedi6 a la evaluacién de la
fecundacion, mediante tincion y valoracibn en microscopio O6ptico de
fluorescencia.

2.8.2. FIV homologa y heterdloga con ovocitos libres de ZP

Para la FIV de ovocitos libres de ZP (en ambos casos) se utilizaron

ovocitos porcinos de MIV, a los cuales se les elimind la zona mediante digestion

con pronasa, segun lo descrito en el apartado 2.7.
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Posteriormente, grupos de 50 ovocitos sin ZP fueron incubados en gotas
de 40ul medio de FIV previamente equilibrado. Los espermatozoides porcinos o
humanos fueron procesados segun se describe en los apartados 2.4.1y 2.4.3. Un
volumen de 10ul del semen fue afadido a cada gota que contenia los ovocitos.
Para los espermatozoides humanos, se utilizé induccion de la RA (ver apartado
2.5) en tres grupos utilizando ionéforo de Ca?* o agonistas naturales
(progesterona o fluido folicular), junto a un grupo de espermatozoides sin

induccién de la RA.

A las 18-20 horas postinseminacién, los ovocitos se lavaron en PBS y se

sometieron a fijacion y tincién segun lo descrito en el apartado 2.8.5.
2.8.3. FIV heterdloga con ovocitos completos

Para la coincubacion de gametos heterologos, se utilizaron ovocitos
porcinos de MIV, segun la metodologia descrita anteriormente. Las muestras de
espermatozoides humanos, previamente capacitados y resuspendidos en medio
de fecundacion (IVF Medicult® o TALP) seglin se ha descrito, se incubaron en
presencia o ausencia de ovocitos porcinos. EI numero de ovocitos fue de 15 por
microgota de 50ul. La coincubacioén se mantuvo durante 2’5 horas a 38’5°C en el
incubador. Ademas, se incluyd un grupo en el que los espermatozoides humanos
fueron coincubados con ovocitos porcinos madurados in vitro, a los que
previamente se les habia eliminado la ZP. Transcurrido el periodo de
coincubacién, se procedié a la valoracion de la RA como se ha descrito en el
apartado 2.5.3.

2.8.4. Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)
Los ovocitos utilizados para la ICSI, fueron ovocitos que tras 44 horas de

maduracion, se denudaron eliminando las células del cumulus oophorus mediante

sucesivos pases de los COC'’s a través de una pipeta automatica. Posteriormente,

104



Material y Métodos

se lavaron dos veces en PBS y se colocaron de forma individual en microgotas en

las placas de microinyeccion.

Las placas utilizadas para realizar la ICSI fueron “Falcon petri dish
50x9mm” en las cuales se colocaron 3 gotas centrales de 4il| de la solucon de
PBS suplementado con 10% suero fetal bovino y se afadié 1i| de semen por
gota, rodeadas por un numero variable (10-14) de microgotas con un volumen de
4i | de PBS y un ovocito por gota. Lasmicrogotas se cubrieron con aceite mineral

para evitar su evaporacion.

Para la microinyeccién se utiliz6 un microscopio invertido Nikon Diaphot
300 con optica de Hoffman con los correspondientes micromanipuladores
TransferMan NK (Eppendorf) y microinyectores CellTram Air/CellTram Oil
(Eppendorf). Dicho microscopio contaba con una placa térmica que mantiene la
temperatura a 38’5°C. En primer lugar mediante una pipetaEppendorf Custom Tip
sterile (diametro interno 8i m) se selecciord e inmovilizé un espermatozoide. A
continuacién se realizé la inmovilizacion del ovocito mediante la pipeta de sujecion
(Eppendorf Sterile VacuTips), colocando el ovocito maduro con el corpusculo
polar en posicion de 6 6 12 horarias, con el fin de evitar causar dafo en la placa
metafasica. A continuacién, se presion6 con la pipeta de microinyeccion en la
posicidon de las 3 horarias para atravesar la ZP. Para comprobar si el extremo de
la pipeta estaba en el interior se aspird citoplasma para confirmar que se habia
atravesado el oolema, y se inyect6 el espermatozoide en el interior del citoplasma,
retirando la pipeta de forma cuidadosa para evitar arrastrar al espermatozoide

fuera del ovocito.
Tras la microinyeccion, los owvocitos se lavaron en TALP y se dejaron

en el incubador a 38'5°C con 5% de CO, y atmdésfera saturada de humedad. La

formacion pronuclear se valoré a las 18-20 horas después de la microinyeccion.
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2.8.5. Valoracion de los resultados

Para evaluar los resultados de FIV, a las 18-20 horas post inseminacién o
post-ICSI los ovocitos se fijaron en glutaraldehido al 0°’5% en PBS durante 30
minutos. A continuacién los ovocitos se lavaron en PBS y se incubaron en
oscuridad con una solucién de Hoechst 33342 (1mg/ml) durante 15 minutos.
Transcurrido ese tiempo, los ovocitos se lavaron otra vez en PBS, y se adicion6
sobre los mismos con la pipeta una pequefia cantidad de solucién de montaje
compuesta de Hoechst 1 mg/ml en PBS y glicerol en proporcién 1:1 (v/v). A
continuacién, con una pipeta Pasteur se colocaron sobre un portaobjetos y sobre
éste se colocod un cubreobjetos que se selld con esmalte. En el caso de los
ovocitos sin ZP, este paso se realizé cuidadosamente para evitar la ruptura de la
membrana plasmatica del ovocito. Tras la tincidn, los ovocitos fueron evaluados
bajo microscopio de fluorescencia (Leica DMR) con filtro de fluorescencia para luz

ultravioleta a 200-400 aumentos.

En la evaluacion Figura 12) se observd el estadio nuclear del ovocito
(vesicula germinal, metafase, pronucleo u otros) y la presencia/ausencia de
espermatozoides y el estado en que se encontraban (espermatozoide compacto,

descondensado, pronucleo masculino, otros).

En el caso de la FIV heterdloga, se consideraron ovocitos no penetrados,
aquellos que mostraron signos de no activacion como la presencia de la placa
metafasica, independientemente de la presencia de espermatozoides compactos

en el ovocito.

Las variables estudiadas en el caso de la FIV homoldga (porcino y bovino)
fueron: porcentaje de ovocitos penetrados, numero de espermatozoides por
ovocito y porcentaje de ovocitos penetrados monospérmicos (los que tenian 2
pronucleos o 1 pronucleo y un espermatozoide descondensado). En el
experimento de ICSI| las variables analizadas fueron porcentaje de ovocitos

activados y porcentaje de formacién de pronucleos masculino y femenino.
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FIGURA 12 EVALUACION FIV
Parte a
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FIGURA 12 EVALUACION FIV
Parte b

108



Material y Métodos

2.9. DISENO EXPERIMENTAL

2.9.1. Bloque I: Modificaciones en la ZP que afectan a la interaccién

espermatozoide-ovocito homédloga

29.1.1. Endurecimiento de la ZP porcina y bovina con agentes

quimicos

2.9.1.1.1. Efecto del DTSP sobre la resistencia de la ZP a la
digestién con pronasa y sobre los resultados de FIV en la

especie porcina

Experimento 1

Para comprobar el efecto del DTSP sobre el endurecimiento de la ZP
porcina se utilizaron un total de 104 ovocitos porcinos. Un grupo de 50 ovocitos
(grupo control) se mantuvo en el medio de FIV sin ningun tratamiento, mientras
que el resto se incubé con DTSP segun se ha descrito en la metodologia. Se
realizaron 4 replicados con 12-14 ovocitos por grupo y replicado. Se registrd para

cada ovocito el tiempo que tardo la ZP en ser digerida.

Experimento 2

Para evaluar el efecto del DTSP sobre los resultados de fecundacion se
emplearon grupos de 100 ovocitos, 50 de los cuales se utilizaron como control y
los restantes fueron tratados con DTSP (0’60 mg/ml) antes de la fecundacién. Se
realizaron 3 replicados y se evalud el porcentaje de penetracion, el porcentaje de

monospermia y el numero medio de espermatozoides por ovocito penetrado.
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Experimento 3

Con el fin de averiguar si el efecto del DTSP sobre los resultados de FIV
era dosis dependiente, se utilizaron 3 concentraciones distintas del producto
(0’06, 0’30 y 0’60 mg/ml) para el tratamiento de los ovocitos previo a la FIV, junto
a un grupo control (sin el producto). Se emplearon aproximadamente 80 ovocitos
por grupo, distribuidos en 4 replicados, con un total de 338 ovocitos utilizados.
Tras la FIV se evalud el porcentaje de penetracion, el porcentaje de monospermia

y el numero medio de espermatozoides por ovocito penetrado.

2.9.1.1.2. Efecto del DTSP sobre la resistencia de la ZP a la
digestién con pronasa y sobre los resultados de FIV en la

especie bovina

Experimento 4

Con el objetivo de comprobar el efecto del DTSP sobre el endurecimiento
de la ZP bovina se utilizaron un total de 144 ovocitos bovinos, distribuidos en dos
grupos. Aproximadamente la mitad de los ovocitos (n=70, grupo control) se
mantuvo en el medio de FIV sin ningun tratamiento, mientras que el resto (n=74)
se incub6é con DTSP segun se ha descrito en la metodologia. Se realizaron 4
replicados con un total de 15-20 ovocitos por grupo y se registré para cada

ovocito el tiempo que tardo la ZP en ser digerida.

Experimento 5

Para evaluar el efecto del DTSP sobre los resultados de fecundacion se
emplearon un total de 138 ovocitos, repartidos en dos grupos. Aproximadamente
la mitad se utilizaron como control y los restantes fueron tratados con DTSP

(0’60 mg/ml) antes de la fecundacion. Se realizaron 3 replicados y se evaluo el
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porcentaje de penetracion, el porcentaje de monospermia y el numero medio de

espermatozoides por ovocito penetrado.

2.9.1.2. Endurecimiento de la ZP porcina y bovina con agentes

biologicos

2.9.1.2.1. Efecto del fluido oviductal sobre la resistencia a la
digestién con pronasa y sobre los resultados de FIV en la

especie porcina

Experimento 6

En este experimento se utilizaron un total de 139 ovocitos porcinos para
comprobar el efecto del fluido oviductal sobre el endurecimiento de la ZP porcina.
Para ello, se incubaron en grupos de 12-14 un total de 54 ovocitos madurados in
vitro en fluido oviductal bovino, mientras que el grupo control (52 ovocitos) se
mantuvo en TALP. Se realizaron 3 replicados y a continuacién se registré para

cada ovocito el tiempo que tardé la ZP en ser digerida utilizando pronasa al 0'5%.

Ademas, se obtuvieron ovocitos ovulados, tal y como se describe en el
apartado 2.1.2.3 y se registro el tiempo necesario para digerir la ZP utilizando
pronasa. También se obtuvieron ovocitos madurados in vivo de origen folicular,

mediante aspiracion de foliculos preovulatorios.

Experimento 7

En este experimento se estudio si el efecto del fluido oviductal se mantenia
constante a lo largo del tiempo, después de finalizada la incubacion de los
ovocitos en dicho fluido. Para ello se utilizaron ovocitos porcinos madurados in
vitro distribuidos en 11 grupos. Inicialmente los ovocitos se dividieron segun se
incubaran o no en fluido oviductal. Los ovocitos no incubados correspondian al

grupo control, con un total de 83 ovocitos, que se incubaron en medio TALP y se
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evaluaron para registrar el tiempo de digestidon con pronasa. El resto se
incubaron en fluido oviductal durante 30 minutos. Tras la incubacion, un grupo de
ovocitos se utilizé para medir el tiempo de digestion en pronasa, mientras que el
resto se incubd en medio TALP. A diferentes intervalos de tiempo de incubacion
en medio TALP (15, 40, 60, 80, 100, 120, 160, 240 y 300 minutos), se fueron

tomando grupos de ovocitos y midiendo el tiempo de digestion con pronasa.

Experimento 8

Para evaluar el efecto del fluido oviductal sobre los resultados de fecundacién
porcina se utilizaron 304 ovocitos, repartidos en dos grupos. Aproximadamente la
mitad se utilizaron como control y los restantes fueron incubados en fluido
oviductal antes de la fecundacion. Se realiz6 la fecundacién en 4 replicados y se
evaluaron los siguientes parametros: porcentaje de penetracion, porcentaje de
monospermia y numero medio de espermatozoides por ovocito penetrado, para

cada uno de los grupos.

2.9.1.2.2. Efecto del fluido oviductal sobre la resistencia de la ZP a

la digestidn con pronasa en la especie bovina

Experimento 9

Un total de 121 ovocitos fueron utilizados en este experimento con el fin de
comprobar el efecto del fluido oviductal sobre el endurecimiento de la ZP bovina.
Para ello, se incubaron un total de 25 ovocitos madurados in vitro en fluido
oviductal bovino, mientras que otro grupo (control) se mantuvieron en TALP. Se
realizaron 3 replicados y a continuacién se registré para cada ovocito el tiempo
que tardé la ZP en ser digerida utilizando pronasa al 0'5%. Ademas, se obtuvieron
ovocitos ovulados, tal y como se describe en el apartado 2.1.2.3 y se registro el
tiempo necesario para digerir la ZP utilizando pronasa. También se obtuvieron
ovocitos madurados in vivo (foliculares), mediante aspiracion de foliculos

preovulatorios.
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Experimento 10

En este experimento se estudio si el efecto del fluido oviductal se mantenia
a lo largo del tiempo después de finalizada la incubacién en dicho fluido. Para ello
se utilizaron 458 ovocitos bovinos madurados in vitro distribuidos en 11 grupos.
Del total, 36 ovocitos (grupo control) se incubaron en TALP, mientras el resto se
incubo en fluido oviductal. Transcurridos los 30 minutos de incubacién se registrd
el tiempo de digestion con pronasa para el grupo control y uno de los grupos
incubados en fluido oviductal. Los restantes ovocitos se pasaron a medio TALP y
a diferentes intervalos de tiempo (15, 40, 60, 80, 100, 120, 160, 240 y 300
minutos) se sacaron parte de ellos y se registrdé el tiempo necesario para la

digestion de la ZP con pronasa.

2.9.2. Bloque lII: Interaccién espermatozoide-ovocito heterdloga: Diseno de
un modelo para el desarrollo de un test de funcionalidad

espermatica

2.9.2.1. Estudio de la interaccion espermatozoide humano-ovocito

porcino a nivel de la ZP

Experimento 11

En este experimento se estudia la capacidad de los espermatozoides
humanos de sufrir la RA tras la unién a la ZP porcina en dos medios de cultivo
diferentes (TALP y Medi-Cult ®Universal IVF). Se utilizaron 3 muestras de semen
humano que fueron incubadas utilizando los dos medios de cultivo para cada
muestra. Todas las muestras se incubaron en presencia (grupos experimentales)
de ovocitos porcinos madurados in vitro (15 ovocitos/ 50ul) y una parte alicuota de

cada muestra se incubd sin ovocitos (grupos control). La RA fue evaluada en cada
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uno de los grupos y el porcentaje de RA inducida en los grupos experimentales se
calcul6 segun la diferencia respecto a la RA espontanea observada en los grupos

control.

Experimento 12

Utilizando el medio de incubacién Medi-Cult ®Universal IVF, que es un
medio de cultivo de uso habitual en clinicas de reproduccién humana, se
emplearon 12 muestras de semen humano para estudiar la capacidad de los
espermatozoides de sufrir la RA tras la unién a la ZP porcina y observar si
existian diferencias segun las muestras seminales utilizadas. Ademas, se incluy6
un grupo en el que las muestras de semen fueron coincubadas bajo las mismas
condiciones, pero con ovocitos sin ZP. La incubacion se realizb a una
concentracion de 2’5 x 10° espermatozoides/ml durante 2’5 horas. Se evalué el

estatus acrosomal de los espermatozoides adheridos al ovocito (ZP u oolema).

2.9.2.2. Estudio de la interaccion espermatozoide humano-ovocito

porcino a nivel de la membrana plasmatica

Experimento 13

En este experimento se estudié la capacidad de los espermatozoides
humanos para fusionarse con ovocitos porcinos madurados in vitro libres de ZP.
Los ovocitos porcinos (aproximadamente 1800) sin ZP se coincubaron con 33
muestras de espermatozoides humanos; en 15 de ellas una parte de la muestra
fue tratada con ionoforo de calcio (5uM), progesterona (10uM) o fluido folicular
(2%) para inducir la RA y el resto se utilizd sin induccion de RA. Se utilizaron
diferentes grupos control: i) ovocitos porcinos inseminados con espermatozoides
porcinos,

ii) ovocitos porcinos libres de ZP inseminados con espermatozoides porcinos y
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iii) ovocitos porcinos inseminados con espermatozoides humanos. Antes de la
incubacion, una cantidad alicuota de muestra de semen fue tefiida con PSA-FITC
y se evaluo el estatus acrosomal de los espermatozoides. Finalmente, tras la
coincubacién durante 18-20 horas, los ovocitos se fijaron y tifieron con Hoechst
3342 para evaluar adhesion, penetracidon y presencia de espermatozoides
descondensados en el ooplasma y estadio nuclear del ovocito. En la figura 13

puede verse la representacion esquematica de este experimento.

2.9.2.3. Estudio de la interaccion espermatozoide humano-ovocito

porcino a nivel del citoplasma

Experimento 14

El objetivo de este experimento consistié en investigar la capacidad de los
espermatozoides humanos, procedentes de muestras de pacientes o donantes de
fertilidad probada, microinyectados en un ovocito porcino madurado in vitro para
descondensarse, transformarse en pronucleo masculino y activar al ovocito tras la
microinyeccion. Se emplearon 12 muestras de semen humano con las que se
inyectaron aproximadamente 10 ovocitos porcinos por muestra. Tras la
microinyeccion, los ovocitos se incubaron en medio TALP durante 18 horas.
Transcurrido ese tiempo, se fijaron y tiferon como se ha descrito en la
metodologia para evaluar el estado de la cabeza espermatica y el estadio nuclear
del ovocito.
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IVF Medicult

Incubacioén con

espermatozoides humanos con TALP
/ RA inducida: ionoforo de
calcio, progesterona y fluido

Ovocitos folicular

porcinos sin /V IVF Medicult
ZP N

Incubacién con
espermatozoides humanos sin
induccion de RA

Incubacién con
Ovocitos porcinos espermatozoides porcinos sin
sin ZP ‘ induccion de RA

Incubacién con
espermatozoides porcinos sin
induccion de RA

Ovocitos porcinos

Figura 13. Representacion esquematica del experimento 13.
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2.10. ANALISIS ESTADISTICO

El programa utilizado para el analisis estadistico fue SPSS version 11.5

para Windows.

Los resultados de las variables estudiadas (tiempo de digestién en
pronasa, porcentaje penetracién y de monospermia, numero de espermatozoides
por ovocito y porcentaje de RA), se expresan como medias + error estandar de la
media (SEM). Se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) de una via. Cuando este
analisis revel6 un efecto significativo los valores fueron comparados por el Test de
Tukey, considerando como diferencias significativas aquellas que alcanzaron

niveles de probabilidad p<0’05.

En las experiencias del 1 al 10, el efecto fijo fue el tratamiento a que se
sometieron los ovocitos (control, DTSP, FO) o el origen de dichos ovocitos
(inmaduros, M1V, oviductales, foliculares) y se estudiaron las variables: tiempo de
digestiébn en pronasa, porcentaje de penetracién y de monospermia, numero de

espermatozoides por ovocito.

Los resultados de la experiencia 13 no se sometieron a analisis estadistico
porgue son suficientemente descriptivos, teniendo en cuenta que la penetracion
fue del 0% en todos los grupos experimentales, mientras que en los dos grupos
de control de FIV la penetracion fue mayor del 85%, lo cual es indicativo de que el
sistema de FIV funciona, mientras que en los grupos experimentales no hay

fecundacion.

Respecto al experimento 14 tampoco fue necesario hacer analisis
estadistico de los datos, ya que los resultados aportaron informacién suficiente
para demostrar que la ICSI heteréloga funciona y hay formacion de PN masculino
y femenino con todas las muestras (“donante” y “paciente”). A su vez se observa
que soOlo en las muestras procedentes de donantes de fertilidad probada hubo

divisidn, sin que se observe este hecho en ninguna de las muestras “paciente”.
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3. RESULTADOS

3.1. EFECTO DEL DTSP SOBRE LA RESISTENCIA DE LA ZP A LA DIGESTION

CON PRONASA Y SOBRE LOS RESULTADOS DE FIV EN LA ESPECIE
PORCINA

3.1.1. Experimento 1

Utilizando el DTSP a una concentracion de 060 mg/ml, los resultados
obtenidos demuestran que esta sustancia provoca un aumento significativo en el
tiempo de digestiéon con pronasa (TDP) de ovocitos porcinos madurados in vitro en
comparacién con el grupo control (tabla 3.1). Este aumento supuso un incremento de
57 veces respecto al grupo control, del tiempo medio necesario para la digestion

completa de la ZP.

Tabla 3.1. Efecto del DTSP (0’60 mg/ml) sobre la resistencia a la digestion con

pronasa de la ZP porcina.

Tratamiento ovocitos porcinos N Tiempo digestion pronasa (s)
CONTROL 50 65'4 +4'9°
DTSP (0'60 mg/ml) 54 3.7436 £ 169'4 ® (x 57)

ab. Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0.01).
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3.1.2. Experimento 2

El DTSP a la concentracion de 0’60 mg/ml afecté a los tres parametros
evaluados tras la fecundacion in vitro en la especie porcina, (porcentaje de
penetracion, porcentaje de monospermia y numero medio de espermatozoides por
ovocito, tabla 3.2). En relacion al porcentaje de penetracion, el DTSP provoco una
disminucion significativa del mismo, superior al 25%. En cuanto al porcentaje de
monospermia se observd un aumento significativo del numero de ovocitos
fecundados que fueron penetrados por un solo espermatozoide, que pasoé del 7'5% al
37%. Paralelamente, el numero medio de espermatozoides por ovocito, muy elevado
en el grupo control (12'7) experimentd una drastica disminucién en los ovocitos

preincubados con DTSP.

Tabla 3.2. Efecto de la preincubaciéon de ovocitos en DTSP (0’60 mg/ml) sobre

diferentes parametros relacionados con la fecundacion in vitro en la especie porcina.

Tratamiento N Penetracion Monospermia E/O
ovocitos porcinos (%) (%)
CONTROL 149 97’9+ 122 75+22% 12’7 + 0’52
DTSP (060 mg/ml) | 149 711£37° 36'8+4'7° 28+02°

2 b Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
$P<0.01).

Monospermia (%): porcentaje de ovocitos monospérmicos del total de ovocitos penetrados.
E/O: numero medio de espermatozoides por ovocito
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3.1.3. Experimento 3

Al igual que en el experimento anterior, cuando el DTSP se emple6 a una
concentracion de 0’60 mg/ml, se observdé una disminucién en el porcentaje de
penetracion, y un aumento en el porcentaje de monospermia, a pesar de las
diferencias de los resultados, debido a que el experimento 2 y 3 se realizaron en

distintos momentos y con diferentes controles.

Cuando la concentraciéon de DTSP empleada fue menor (0°'06 mg/ml 6 0’30
mg/ml), la penetracion no disminuyd, mientras que si observo un efecto sobre el
porcentaje de monospermia, que fue muy superior en los grupos tratados. Con la
concentracion de 0'06 mg/ml, este porcentaje supuso un aumento del 20%
aproximadamente; sin embargo, cuando se empled la concentracion de 0’30 mg/ml
de DTSP, la monospermia alcanzd valores proximos al 50%, manteniendo un
elevado porcentaje de penetracion, lo cual hizo que el rendimiento final del proceso
alcanzara valores cercanos al 48%. Ademas, se observo una disminucion progresiva

del numero de espermatozoides por ovocito al aumentar la concentracion de DTSP.

En resumen, se observa que el uso del DTSP a cualquiera de las
concentraciones utilizadas provocaba un aumento significativo del porcentaje de
monospermia y del rendimiento total de la FIV. Este rendimiento es maximo a la

concentracion de 0’30 mg/ml de DTSP.

Los efectos observados sobre los parametros evaluados tras la FIV utilizando
ovocitos tratados con DTSP, demuestran un efecto significativo sobre la penetracion
cuando se utiliza una concentracion de 060 mg/ml de DTSP, mientras las
concentraciones de 0’30 y 0’06 mg/ml no afectan a este parametro. Por el contrario,
la monospermia y el numero medio de espermatozoides por ovocito se ve afectada

por cualquier de las concentraciones utilizadas, observandose una mejora del
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rendimiento final de la FIV, cuyos valores son de 5’0 % para el control frente al 23’8,
476 y 37°8 % para las concentracion ascendentes (0°06, 0’30 y 0'60 mg/ml) de DTSP

utilizadas.

Tabla 3.3. Efecto de la preincubacion de ovocitos con DTSP a diferentes

concentraciones sobre los resultados de fecundacion in vitro en la especie porcina.

Tratamiento ovocitos N Penetracion Monospermia E/O
porcinos (%) (%)

CONTROL 83 976+ 172 SEEN bR 52+03?
DTSP (0'06 mg/ml) 94 91'5+2'92 260+51P 29+09P
DTSP (0’30 mg/ml) 83 94'0+2'6° 507 +58° 19+01°
DTSP (0'60 mg/ml) 78 60’3 + 56" 622+ 7°3° 16+02°

a.b.¢. piferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0.01).
E/O: Numero medio de espermatozoides por ovocito
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3.2. EFECTO DEL DTSP SOBRE LA RESISTENCIA DE LA ZP A LA
DIGESTION CON PRONASA Y SOBRE LOS RESULTADOS DE FIV EN
LA ESPECIE BOVINA

3.2.1. Experimento 4

Los ovocitos de vaca madurados in vitro e incubados en DTSP durante 30
minutos fueron mas resistentes a la digestibn con pronasa que los ovocitos no
tratados (Tabla 3.4). El tiempo medio para los ovocitos tratados fue

aproximadamente 14 veces mayor que para el grupo control.

Tabla 3.4. Efecto del DTSP (0’60 mg/ml) sobre la resistencia a la digestién con

pronasa de la ZP bovina.

Tratamiento ovocitos bovinos N Tiempo digestion pronasa (s)
CONTROL 70 1242 +592
DTSP (0'60 mg/ml) 74 17779 £ 640° (x 14)

3. b. Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0.01).

3.2.2. Experimento 5

El tratamiento de los ovocitos bovinos con DTSP antes de la FIV provoca una
drastica disminucion de la penetracion, de modo que existen diferencias significativas
entre los grupos Control y DTSP para esta variable. A la misma vez, el porcentaje de

ovocitos monospérmicos, también se ve afectado por el tratamiento, observandose
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un incremento significativo de la monospermia en el grupo tratado respecto al control.
Una vez calculado el rendimiento final de la técnica, teniendo en cuenta las dos
variables antes indicadas (penetracion y monospermia), se observa que el
rendimiento es mayor en el grupo control (50%) que en el grupo tratado con DTSP
(36'9%).

Tabla 3.5. Efecto de la preincubacién de ovocitos en DTSP (0’60 mg/ml) sobre

diferentes parametros relacionados con la fecundacion in vitro en la especie bovina.

Tratamiento ovocitos N Penetracion Monospermia E/O
bovinos (%) (%)
CONTROL 74 91'9+32? 544+61 2 1’68 + 01
DTSP (0’60 mg/ml) 64 578+ 62° 63'9 + 81° 1’58 + 0’1

3 b. Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0.01).
E/O: Numero medio de espermatozoides por ovocito

3.3. EFECTO DEL FO SOBRE LA RESISTENCIA DE LA ZP A LA DIGESTION
CON PRONASA Y SOBRE LOS RESULTADOS DE FIV EN LA ESPECIE
PORCINA

3.3.1. Experimento 6

La ZP de los ovocitos ovulados, fue resistente a la digestion con pronasa
durante un tiempo aproximado de 3 horas y 45 minutos, mientras que el tiempo para
los ovocitos de MIV fue muy inferior, entorno a 1 minuto (Tabla 3.6). En el caso de

los ovocitos porcinos madurados in vivo (foliculares), el TDP fue ligeramente superior
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al de foliculos preovulatorios, pero las diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

Por ultimo, para el grupo de ovocitos de MIV que se incubaron durante 30
minutos en FO (Ovocitos MIV + 30 min FO), se obtuvo un TDP muy elevado, con una
media superior a 3’5 horas, similar a los tiempos obtenidos para los ovocitos
ovulados. A pesar de que el numero de ovocitos ovulados utilizados fue reducido
debido a la dificultad de su obtencion, teniendo en cuenta la gran variacion de los
valores, el andlisis estadistico indicd que las diferencias eran significativas para un
valor de P<0.01. Los tiempos de digestion obtenidos para el grupo “Ovocitos MIV +
30 min FO” fueron aproximadamente 200 veces mayores que los del grupo “Ovocitos
MIV” y entorno a 130 veces superiores al grupo “Ovocitos madurados in vivo

(foliculares)”.

Tabla 3.6. Valoracion de la resistencia de la ZP a la digestion con pronasa en

ovocitos porcinos.

Origen de los ovocitos N Tiempo digestion pronasa (s) (TDP)
Ovocitos MIV 54 63'5+29°?
Ovocitos ovulados 11 13.691'9 + 1228'1 °
Ovocitos madurados in vivo 22 06’8 + 4’22

(foliculares)

Ovocitos MIV + 30 min FO 52 12.657°'1 + 8290 °

a.b. piferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0.01).
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3.3.2. Experimento 7.

Los ovocitos preincubados en FO, e incubados a continuacién en medio de

FIV, muestran un TDP que van disminuyendo a lo largo del tiempo. Esta disminucién

es drastica en los primeros 15 minutos, y continua disminuyendo, hasta las 5 horas.

En ese momento los ovocitos todavia muestran un TDP muy superior a los ovocitos

no tratados con FO, pero inferior a los ovocitos tratados con FO y sometidos a

digestion con pronasa seguidamente. El TDP para ovocitos no tratados obtenido en

este experimento fue similar al observado en otros (63’7 £ 2’3 s; n=83).

Tabla 3.7. Reversibilidad del efecto del FO sobre el endurecimiento de la ZP porcina.

Tratamiento ovocitos porcinos

Tiempo digestion pronasa (s) (TDP)

30 min FO
30 min FO + 15 min TALP
30 min FO + 40 min TALP
30 min FO + 60 min TALP
30 min FO + 80 min TALP
30 min FO + 100 min TALP
30 min FO + 120 min TALP
30 min FO + 160 min TALP
30 min FO + 240 min TALP

30 min FO + 300 min TALP

101
50
49
50
47
49
57
59
64

29

10.587'1 57712
2737°0 + 239'8°
2.250'6 + 198'7 ¢
2.017°0 + 186'8 ¢
1.995'7 + 1877 P ©
1.502'6 + 69’3 P ©
1.295'4 + 77°4 P ©
991’2 + 535 ¢
8159 + 100’4 ©
6751+ 46'8

a.b.cd. piferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0.01). FO: Fluido oviductal.

3.3.3. Experimento 8
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En este experimento, el porcentaje de penetracion de los ovocitos porcinos no
mostro diferencias entre el grupo control y el grupo experimental (30 min FO), en el

cual los ovocitos habian sido, previamente a la FIV, incubados con FO.

Sin embargo, la variable monospermia se vio afectada por el tratamiento,
mostrando diferencias significativas entre ambos grupos. A su vez, también el
numero de espermatozoides por ovocito (E/O) mostro diferencias significativas entre
los dos grupos, comprobandose una relacién inversamente proporcional entre la
monospermia y la variable E/O. En cuanto al rendimiento final de la FIV para el grupo
control se obtuvo un 7°7% frente al 25’3 % del grupo tratado con FO, lo que supone

un incremento considerable, debido al efecto del tratamiento de los ovocitos con FO.

Tabla 3.8. Efecto del FO sobre diferentes parametros relacionados con la

fecundacion in vitro en la especie porcina.

Tratamiento N Penetracion JMonospermia E/O
ovocitos porcinos (%) (%)
CONTROL 147 955+22° 81+232 82+047
30 min FO 157 873+27% 290+ 39" 27 +02°

a.b. Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0.001).

3.4. EFECTO DEL FO SOBRE LA RESISTENCIA DE LA ZP A LA DIGESTION
CON PRONASA EN LA ESPECIE BOVINA

3.4.1. Experimento 9
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La ZP de los ovocitos bovinos ovulados obtenidos tras el lavado de los
oviductos fue altamente resistente a la digestion con pronasa (mas de 31.000
segundos, 250 veces superior al control (Tabla 3.9), al igual que se observd
anteriormente para la especie porcina (Tabla 3.6). Cuando los ovocitos bovinos se
obtuvieron de foliculos preovulatorios, este tiempo disminuyé hasta valores medios
de 235 segundos. Por el contrario, la incubacion en FO, de los ovocitos bovinos
madurados in vitro, provocé un incremento en el TDP de mas de 34 veces respecto

al tiempo observado en el grupo control.

Tabla 3.9. Valoracién de la resistencia de la ZP a la digestion con pronasa en

ovocitos bovinos madurados in vivo o in vitro bajo diferentes condiciones.

Origen de los ovocitos N Tiempo digestion pronasa (s) (TDP)
Ovocitos MIV 70 1242 +592
Ovocitos ovulados 7 31.448 + 4.856 ©
Ovocitos madurados in vivo (foliculares) 19 2347 £ 114 2
Ovocitos MIV + 30 min FO 25 43011 +4417°

2.5 Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas

(P<0.01). FO: Fluido oviductal.

3.4.2. Experimento 10

En la tabla 3.10 se muestran los datos obtenidos sobre la reversibilidad del

efecto del FO sobre la ZP bovina.
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Los resultados reflejan que el efecto de endurecimiento sobre la ZP
consecuencia de la incubacién en FO, disminuye cuando los ovocitos tras el FO se

incuban en medio de FIV, de forma parecida a lo que ocurre en porcino.

Tras 15 minutos en medio de FIV, los ovocitos que habian sido previamente
incubados en FO, presentan un TDP entorno a 47 minutos, lo que supone una
disminucién frente a los 72 minutos de los ovocitos cuya digestion se realizd
inmediatamente tras la incubacién en FO, sin incubar en medio TALP.

Los tiempos de digestion con pronasa fueron inversamente proporcionales al
tiempo que habian permanecido en el medio de FIV los ovocitos, después del
tratamiento con FO. Transcurridas 5 horas en el medio de FIV, el TDP de los
ovocitos era proximo a los 17 minutos, frente a los 2 minutos aproximadamente
(102’5 £ 4’2 s; n=36) que se obtuvo en ovocitos no tratados. Se evalu6 el TDP de
ovocitos de MIV no tratados, con el fin de comprobar la efectividad de la pronasa en
el momento de realizar el experimento, obteniendo valores préximos a los

observados, para el mismo tipo de ovocitos, en otros experimentos.
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Tabla 3.10. Reversibilidad del efecto del FO sobre el endurecimiento de la ZP

bovina.

Tratamiento ovocitos bovinos N Tiempo digestion pronasa (s)
(TDP)

30 min FO 25 43011 +4416 ?
30 min FO + 15 min TALP 50 28436 + 234’3
30 min FO + 40 min TALP 49 2.816'1 +225'1°
30 min FO + 60 min TALP 50 2.085'6 + 2412 B¢
30 min FO + 80 min TALP 47 1.9337 + 196'6 ™ ©
30 min FO + 100 min TALP 49 1.571'3 £ 1437 > ¢
30 min FO + 120 min TALP 57 1.385'6 + 1414 > ©
30 min FO + 160 min TALP 59 11910 + 1246 P ©
30 min FO + 240 min TALP 64 1.410'5 + 205’2 ¢
30 min FO + 300 min TALP 29 1.037’3+ 1309 ©

a, b, c,

(P<0.01). FO: Fluido oviductal.
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3.5. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LA ZP PORCINA PARA INDUCIR

LA REACCION ACROSOMICA EN ESPERMATOZOIDES HUMANOS

3.5.1. Experimento 11

Tras la incubacién de los espermatozoides humanos y los ovocitos porcinos se

observd la adhesiéon de un reducido numero (10-20) de espermatozoides a la ZP. La

evaluacion de la RA de los espermatozoides adheridos, reveld que el porcentaje de

RA fue significativamente mayor en este, que en los otros grupos. No se observaron

diferencias significativas atribuibles al medio de incubacién utilizado (TALP o IVF

Medicult® ), observandose para ambos medios porcentajes de induccion RA similares
(TALP: 38'6 + 5'4; IVF Medicult®: 38’0 + 5°0), mientras que en los grupos sin ovocitos,

los valores de RA eran similares a los obtenidos en el grupo control O h.

Tabla 3.11. Porcentajes de espermatozoides humanos con reaccién acrosbmica en

muestras coincubadas con o sin (control) ovocitos porcinos en dos medios de cultivo

diferentes.

Grupo % RA
Control 0 h 22’2+ 182
Control 2'5 h IVF** 237+602
Control 2'5 h TALP 247+152
IVF 2’5 h Ovocitos MIV 606 + 53 °
TALP 2’5 h Ovocitos MIV 632+57°

N: Numero de microgotas evaluadas (conteniendo 15 ovocitos por microgota).

“* Medio IVF Medicult®.
a, b

’ 7. Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.001).

3.5.2. Experimento 12.
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Utilizando el medio IVF (Medi-Cult ®Universal IVF) se observaron de nuevo
diferencias en el % de RA de los espermatozoides adheridos a la ZP respecto a los
grupos control. En el grupo con ovocitos sin ZP (IVF 2’5 h ovocitos MIV sin ZP) los
valores de RA no mostraron diferencias significativas respecto a los grupos sin
ovocitos. Sin embargo la RA si era significativamente diferente respecto al grupo con
ovocitos completos (IVF 2’5 h ovocitos MIV completos), en el que se obtuvo una
induccion de RA del 33’6 £ 37 %.

Los datos obtenidos para el grupo 1VF 2’5 h ovocitos MIV completos”, se
representan individualmente en el Grafico 3.1, observandose valores que oscilan

entre el 15% y el 58% de reaccion acrosémica inducida, segun la muestra.

Tabla 3.12. Porcentajes de espermatozoides humanos con RA en muestras

coincubadas con ovocitos porcinos (madurados in vitro y libres o no de ZP) o sin

ovocitos (grupo control) en medio Medi-Cult ®Universal IVF.

Grupo N % RA
Control 0 h 17 235+36°
Control 2’5 h IVF** 19 254 + 342
IVF 2’5 h ovocitos MIV sin ZP 2 210+ 857
IVF 2’5 h ovocitos MIV completos 20 55'7 + 3’8 P

N: Ndumero de microgotas evaluadas (conteniendo 15 ovocitos por microgota).
** Medio IVF Medicult®.

a.b. piferentes superindices en la misma columna indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0.001).

Grafico 3.1. Porcentaje de RA inducida mediante coincubacién con ovocitos porcinos

de 15 muestras de semen humano.
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3.6. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE PENETRACION DE LOS
ESPERMATOZOIDES HUMANOS EN OVOCITOS PORCINOS SIN ZP

3.6.1. Experimento 13

Tras la inseminacién de los ovocitos porcinos sin ZP con espermatozoides
humanos, con o sin induccion de RA segun los grupos, se comprobd que no se
produce fusion de los gametos heterdlogos, bajo las condiciones utilizadas. De
hecho, ninguno de los ovocitos porcinos libres de ZP fue penetrado por
espermatozoides humanos, en ninguno de los grupos (Tabla 3.13). En algunos
casos, se observaron espermatozoides adheridos al oolema, pero no se pudo

demostrar la penetracion al interior del ooplasma.
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Ni la adicion de progesterona (P4) o PFF al medio provocaron ningun efecto
sobre la penetracion. Tampoco la induccion de la RA con ionéforo de Ca?*, afecta a
esa variable (Tabla 3.13). Sin embargo se comprobé que la induccion de RA funcion6
correctamente, observando valores de RA proximos al 75 % cuando se utilizé P4 o
iondforo de Ca®* y del 45% cuando se utilizo el PFF, frente al 20% de RA espontanea

del grupo control.

Por el contrario, se obtuvieron valores cercanos al 100% de penetraciéon
cuando se inseminaron ovocitos porcinos sin ZP con espermatozoides de cerdo,
observando un elevado numero de espermatozoides por ovocito (polispermia). Del
mismo modo, la FIV convencional entre ovocitos y espermatozoides porcinos
funciond correctamente y se observo un alto porcentaje de penetracién (86'3%) y de

formacion pronuclear (100%) (Tabla 3.13).

3.7. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE LOS ESPERMATOZOIDES
HUMANOS PARA FORMAR PRONUCLEOS MASCULINOS TRAS SER
INYECTADOS EN EL CITOPLASMA DE OVOCITOS PORCINOS

3.7.1. Experimento 14

Cuando se evalu6 el resultado de la inyeccidn intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) humanos en ovocitos porcinos a las 18 horas se pudo
observar formacion de pronucleo masculino y femenino para todas las muestras de
espermatozoides humanos empleadas, en diferentes porcentajes (Tabla 3.14).
Ademas, se observaron también algunos ovocitos divididos en ese momento (18

horas post-inyeccion) en las muestras procedentes de donantes sanos.
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Tabla 3.13. Resultados de penetracion, formacién pronuclear y monospermia

después de la coincubation in vitro de espermatozoides humanos o porcinos con

ovocitos porcinos con la ZP intacta o libres de ella.

RA Ovocitos [ Ovocitos l§ Penetracion § PNM MON
Espermatozoides
inducida MIV (N) (%) (%) (%)
Humano lonéforo Sin ZP 835 0 0 -
Humano P4 Sin ZP 144 0 0 -
Humano PFF Sin ZP 86 0 0 -
Humano No Sin ZP 732 0 0 -
Cerdo No Sin ZP 140 98'6 100 97
Cerdo No Intacto 200 86’3 100 182
Humano No Intacto 75 0 0 -

RA: Reaccion acrosdmica

P,4: Progesterona

PFF: Fluido folicular porcino

N: Numero de ovocitos

PNM: Formacién de pronucleo masculino; se calcula sobre los ovocitos penetrados.
MON: Monospermia; se calcula sobre los ovocitos penetrados.

135



Resultados

Tabla 3.14. Resultados de

espermatozoides humanos y ovocitos porcinos, evaluado a las 18 horas tras la ICSI.

ICSI

heterdloga con diferentes muestras de

N PNM (%) PNF (%) W Division (%) Origen
Muestra 1 63 45 0 Paciente
Muestra 2 7 75 100 0 Paciente
Muestra 3 11 77 | 77 | 0 | Paciente
Muestra 4 10 100 66 0 Paciente
Muestra 5 10 87 75 0 Paciente
Muestra 6 12 58 I 75 I 0 I Paciente
Muestra 7 5 40 40 0 Paciente
Muestra 8 11 54 I 64 I 0 I Paciente
Muestra 9 14 93 100 4 (28'6) Donante
Muestra 10 78 I 78 I 2(222) I Donante
Muestra 11 89 89 5 (et Donante
Muestra 12 7 100 I 100 I 3 (42°9) I Donante

N: nimero de ovocitos inyectados.
PNM: formacién de pronucleo masculino; se calcula sobre los ovocitos inyectados.
PNF: formacién de pronucleo femenino; se calcula sobre los ovocitos inyectados.
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4. DISCUSION

Como se menciono6 al principio del presente trabajo, y se ha podido comprobar
durante el desarrollo del mismo, la fecundacién es uno de los procesos bioldgicos
descritos mas fascinantes, y a la vez mas complejos. Su estudio despierta el
interés de muchos cientificos, a la vez que desalienta a otros tantos por su
complejidad. Los fines primordiales por los que sigue siendo objeto de interés
cientifico son: aumentar el conocimiento y utilizarlo para mejorar las técnicas de
reproducciéon, habida cuenta del incremento de los problemas de fertilidad que

atentan contra la especie humana en pleno siglo XXI (Shury cols., 2004).

Los experimentos y resultados descritos hasta ahora en este documento han
pretendido aportar alguna luz al conocimiento sobre las interacciones in vitro
espermatozoide-ovocito entre gametos homoélogos y heterdlogos y buscar una

aplicacion practica de los mismos.

4.1. INTERACCION ESPERMATOZOIDE-OVOCITO HOMOLOGA

La zona pelucida es una de las barreras mas importantes que debe superar el
espermatozoide para fecundar al ovocito (Yanagimachi, 1994) y ha sido
protagonista desde hace muchos afios de ambiciosos trabajos de investigacion.
Su importancia se realza bajo condiciones in vitro, donde las demas barreras a las

qgue debe sobreponerse el espermatozoide in vivo han sido suprimidas.

La importancia de la ZP reside en las trascendentales funciones que le han
sido atribuidas, entre ellas: la union del espermatozoide, el bloqueo de la
polispermia y la protecciéon del embrion (itscher y Wassarman, 2007; Thibier,
2006; Wong y Wessel, 2006).

Atendiendo a los mecanismos responsables de la union del espermatozoide a

la ZP se comprueba que a pesar de la multitud de trabajos publicados al respecto,

no se conocen de forma cierta. Una de las tendencias propuesta a finales de los

138



Discusion

afios 80, apuntaba a que los carbohidratos presentes en la ZP son los
responsables de la unién del espermatozoide, avalada por importantes trabajos
de los grupos de investigacion como los del Dr. Wassarman y el Dr. Shur.
Aproximadamente una década después otros autores propusieron la participacion
de las proteinas en la unién ZP-espermatozoide (Rankin y Dean, 1996), mediante
un mecanismo supramolecular en el que se integraban las glicoproteinas
(Hoodbhoy y cols., 2005) atribuyendo a los azucares una funcion en el
establecimiento de la especificidad de especie de esa unién (revisado por Clark y
Dell, 2006).

Respecto a la polispermia los mecanismos descritos para su bloqueo implican
el “hardening” o endurecimiento de la ZP, la proteolisis y la eliminaciéon de
receptores para la unién de espermatozoides Wang y cols., 2003; Gardner y
Evans, 2006; Gardner y cols. 2007). Clasicamente se ha propuesto que dichos
mecanismos son consecuencia de la exocitosis de los granulos corticales (Austin
y Braden, 1956), lo cual conlleva modificaciones a nivel del oolema y de la zona

pelucida, segun las especies (Bleil y Wassarman, 1980; Wassarman, 1994).

Sin embargo, este bloqueo que funciona adecuadamente en condiciones
fisiologicas, demuestra una baja eficacia in vitro, encontrando su maxima
imperfeccion en el cerdo. Esta especie ha sido un ejemplo clasico del problema
de la polispermia in vitro, (Wang y cols., 1998; Coy y cols., 2002; Abeydeera,
2002), a diferencia de lo que ocurre in vivo, donde los valores de polispermia no
superan el 5% (Hunter, 1991). En la vaca, la polispermia es menos frecuente,
aunque también causa una disminucion significativa del rendimiento de la FIV,
como se demuestra en este trabajo y ha sido publicado previamente (Wang vy
cols., 1997; Coy y cols., 2005).

Las causas responsables de estos fallos en el bloqueo de la polispermia
son numerosas. Entre ellas figuran una inadecuada maduracion in vitro de los
ovocitos, lo que provoca una exocitosis defectuosa de los granulos corticales

(Sun, 2003), excesivo tiempo de vida de los ovocitos utilizados (envejecimiento,
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Wortzman y Evans, 2005), alta proporciéon espermatozoides/ovocito, defectos a
nivel de la zona pelucida o inadecuada composicion de los medios de cultivo con

excesiva presencia de proteinas (Wang y cols., 2003).

El endurecimiento de la ZP es uno de los supuestos mecanismos
implicados en el bloqueo de la polispermia, que se produce como consecuencia
de la reaccion cortical (Wassarman, 1988). Sin embargo, Coy y cols. (2002)
demostraron que, tras la fecundacion in vitro, no se producia endurecimiento de la
ZP,y Romary cols. (2005) sugieren que esa falta de endurecimiento podria ser
una de las causas de los altos porcentajes de polispermia observados en los

sistemas in vitro.

Un método utilizado en el laboratorio para cuantificar el grado de
endurecimiento de la ZP consiste en medir el tiempo necesario para eliminar esta
estructura mediante una digestion enzimatica. Segun Green (1997) el aumento
del tiempo de digestion con pronasa, conocido también como endurecimiento de
la ZP o “hardening”, no corresponde estrictamente a un aumento de su resistencia
fisica, sino a un aumento de la resistencia a la accién proteolitica, lo cual se debe
a cambios o alteraciones que dificultan el acceso de las enzimas proteoliticas,
bien por un enmascaramiento de los sitios de unién o por un aumento de los

entrecruzamientos entre las proteinas que evitan su despliegue.

Entre los agentes que podrian provocar un endurecimiento en la ZP
mediante el establecimiento de entrecruzamientos de las proteinas que la forman,
decidimos utilizar el DTSP, DSP o agente de Lomant, por su capacidad para
reaccionar con los grupos amina de las lisinas, que son muy abundantes en las
proteinas de la ZP. De este modo, el método utilizado provoca un endurecimiento
imitando el endurecimiento observado in vivo de los ovocitos ovulados
(Broermann y cols. 1989; Wang y cols. 1998), y permite estudiar el efecto del

endurecimiento sobre el bloqueo de la polispermia.
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4.1.1. El tratamiento de los ovocitos porcinos con el agente quimico DTSP
incrementa la resistencia de la zona pelucida a la digestion con
pronasa, favorece la monospermia y aumenta el rendimiento de la

fecundacion in vitro.

Algunos estudios han demostrado que los ovocitos porcinos madurados in
vivo y recogidos de foliculos preovulatorios o madurados in vitro, presentan
tiempos de digestidn con pronasa muy inferiores (100s Kolbe y Holtz, 2005; entre
137 y 175s Coy y cols., 2002) a los obtenidos para ovocitos ovulados recogidos
de oviducto (mas de 24 horas Broermanny cols., 1989; 2 horas Wang y cols.,
1998; 47 minutos Kolbe y Holtz, 2005).

A la vista de estos resultados, el DTSP se utilizé para comprobar si
provocaba entrecruzamientos entre los grupos NH, de las proteinas de la ZP y
era efectivo provocando el endurecimiento de la misma. Los resultados
demostraron que el sistema utilizado provoca un aumento significativo en el
tiempo de digestidbn con pronasa o endurecimiento, con valores que llegan a ser
57 veces superiores a los del grupo control de ovocitos de MIV y superiores a los
tiempos obtenidos previamente, para este tipo de ovocitos, por Coy y cols. (2002),
aunque en este caso se utilizara una solucion de pronasa al 0,1% (w/v) en vez de
al 0,5%.

Teniendo en cuenta el mecanismo de accién del DTSP, el cual forma
enlaces covalentes tipo amida entre las aminas primarias de las proteinas,
aumentando los entrecruzamientos de las mismas y proporcionando mayor
estabilidad, los resultados estan en concordancia con lo descrito por Green
(1997), el cual afirma que el aumento de entrecruzamientos entre las proteinas de
ZP es causa de un endurecimiento de dicha ZP (entendido como aumento del
tiempo de digestion). De este modo queda demostrado que mediante la utilizacion
del agente DTSP, bajo las condiciones descritas puede producirse un
endurecimiento de la ZP de ovocitos porcinos madurados in vitro de forma previa

a la fecundacion.
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En relacion a la FIV, existen referencias en la bibliografia que demuestran
que los ovocitos ovulados presentan altos tiempos de digestidn con pronasa y que
cuando se utilizan éstos en sistemas de FIV, los resultados obtenidos son mejores
que con ovocitos madurados in vitro (Wang y cols., 1998; 2003), lo cual sugiere
que existe cierto grado de endurecimiento en la ZP, previo a la fecundacién, que

puede ser beneficioso para los resultados de FIV.

En nuestro caso, los ovocitos que habian sido madurados in vitro y
sometidos a un tratamiento con DTSP, presentaron tiempos de digestion con
pronasa elevados y se observd una disminucion considerable de los valores de
polispermia y numero de espermatozoides/ovocito. El tratamiento supuso una
mejora de los rendimientos del sistema de FIV alcanzando valores en torno al
48%, a excepcioén del grupo en el que se utilizé la concentracidn mas elevada de
DTSP en el cual provocd una disminucidn del porcentaje de penetracion. Estos
resultados superan los mejores rendimientos obtenidos en FIV porcina hasta el
momento, utilizando ovocitos madurados in vitro con  diferentes sistemas
alternativos de FIV (uso de pajuelas para FIV, adicion de proteinas especificas de

oviducto, uso de osteopontina) con los que se obtienen rendimientos finales entre
el 38 % (Liy cols., 2003) y el 45 % (McCauleyy cols., 2003; Hao y cols., 2006).

Se considera que los resultados obtenidos de FIV se deben al aumento de
entrecruzamientos entre las proteinas por el efecto del DTSP, lo que conlleva una
mayor dificultad de penetracion para los espermatozoides de acuerdo a lo descrito
por Iwamoto y cols. (1999), y a su vez implica que el numero de espermatozoides
por ovocito y el porcentaje de polispermia disminuyan. De hecho, se comprobd
que con la concentracion mas elevada, la penetracion disminuye
considerablemente, posiblemente debido a wuna excesiva formacion de

entrecruzamientos que impide la entrada del espermatozoide.

El efecto gradual de las concentraciones utilizadas sobre los tres

parametros de FIV analizados (penetracidn, monospermia y numero de
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espermatozoides/ovocito) indica que los lugares sobre los que actua el DTSP a
estas concentraciones no han sido saturados, por lo que el uso de
concentraciones mas altas, previsiblemente causaria mayores efectos sobre los
parametros evaluados, aunque no seria de esperar una mejora del rendimiento

de la FIV, pudiendo ser utilizadas para otros fines.

A pesar de utilizar tiempos de coincubacion con el DTSP relativamente
cortos (30 minutos), el producto provoco un efecto mayusculo, lo cual se explica
atendiendo a los grupos NHS-éster que contiene el DTSP, los cuales reaccionan
rapidamente con las moléculas que contienen aminas primarias como las

proteinas de la ZP.

4.1.2. El tratamiento de los ovocitos bovinos con el agente quimico DTSP
incrementa la resistencia de la zona pelucida a la digestion con
pronasa y favorece la monospermia, pero no aumenta el rendimiento

de la fecundacion in vitro.

En rumiantes, el problema de la polispermia es menos acusado, aunque
las observaciones en el laboratorio y algunos trabajos publicados demuestran que
también se produce (Wangy cols., 1997; Coy y cols., 2005), pero el numero de
estudios publicados es mucho mas reducido. Sin embargo, el mayor valor de
estos animales, en relacion a los cerdos y el avanzado estado de la biotecnologia
de la reproduccion, hacen interesante su estudio.

Analizando los tiempos de digestion con pronasa, obtenidos para ovocitos
bovinos madurados in vitro, se observa que éstos fueron ligeramente inferiores en
los grupos control a los descritos por Bielanski y cols. (2003), los cuales
obtuvieron valores entre 3'6 y 3'8 minutos, a pesar de utilizar una solucion al 1%
de pronasa. Sin embargo, se considera que estas diferencias no suponen una
discordancia con los valores obtenidos en nuestro estudio, ya que las condiciones

utilizadas (tipo de pronasa, temperatura de incubacién, volumen de
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enzima/ovocito) pueden variar entre laboratorios y ser la causa de las diferencias

observadas.

En cuanto a los valores obtenidos en nuestro estudio para los grupos de
ovocitos tratados con DTSP, éstos fueron 14 veces superiores a los obtenidos en

los grupos control, siendo las diferencias altamente significativas.

Comparando los resultados obtenidos en ambas especies (porcino y
bovino), bajo las mismas condiciones de digestién, se observaron diferencias
interespecificas tanto en los grupos control como en los tratados con DTSP. Los
tiempos de digestion de los grupos control correspondientes a la especie bovina
fueron aproximadamente el doble a los obtenidos en porcino. En los grupos
tratados con DTSP, los tiempos en la especie porcina fueron 57 veces mayores
qgue en el control, mientras que en la especie bovina el incremento fue del orden
de 14 veces, como ya hemos senalado. Es evidente que en los grupos control la
ZP bovina presenta una mayor estabilidad o mayor resistencia a la digestion con
pronasa que la ZP porcina. Esto concuerda con que los porcentajes de
polispermia observados en la especie bovina, de forma general, sean menores
qgue en el caso de la especie porcina, sin considerar otros muchos factores que
pueden afectar. Quizas debido a su mayor estabilidad per sé, el tratamiento con

DTSP provocd un efecto menor sobre la ZP bovina que sobre la ZP porcina.

Sin embargo, observando los valores absolutos de tiempo de digestion con
pronasa de ovocitos porcinos y bovinos tratados con DTSP, es evidente que a
pesar de ser menor dicho tiempo en la vaca (lo cual indicaria un menor
endurecimiento) los porcentajes de monospermia son superiores a los de la
especie porcina. Esto sugiere que en la especie bovina el bloqueo de la
polispermia puede depender en menor grado del endurecimiento de la ZP que en
el caso del cerdo, existiendo otros mecanismos que actuen de forma eficaz en
este bloqueo, posiblemente relacionados con el contenido de los granulos
corticales. Esta hipétesis concuerda con los resultados obtenidos en FIV bovina

con ovocitos no tratados, donde se obtienen valores superiores al 50% de
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monospermia, mientras que en el cerdo en estas circunstancias los valores de

monospermia estan entre el 5y el 10% para los machos utilizados.

Ademas, como se observa en los resultados, el porcentaje de fecundacién en
el grupo de ovocitos bovinos tratados con DTSP fue significativamente inferior al
de los ovocitos control, lo cual impidié que el rendimiento final del sistema de FIV
mejorara con el tratamiento, a pesar del aumento de monospermia obtenido con
ese grupo. Al parecer, el aumento de los entrecruzamientos entre las proteinas de
la ZP bovina supuso una dificultad excesiva para los espermatozoides de toro a la

hora de atravesarla.

4.1.3. El tratamiento de los ovocitos porcinos con fluido oviductal
incrementa de modo reversible la resistencia de la ZP a la digestiéon
con pronasa, favorece la monospermia y aumenta el rendimiento de

la fecundacion in vitro.

Es conocido que el lugar natural en que se produce la fecundacion
propiamente dicha, entendida como la wunién intima del ovocito y el
espermatozoide, es el oviducto, donde existe un ambiente exquisitamente
regulado, en el cual la composiciéon del fluido, temperatura o movimiento se
consideran importantes causas que pueden influir en el éxito de la fecundacion
(Hunter, 2005). EIl fluido oviductal presente en el lumen del oviducto varia su
composicion y viscosidad en funcion de la parte del oviducto estudiado y de la
fase del ciclo estral de que se trate y esta compuesto principalmente por un
trasudado del plasma en el que aparecen determinadas glicoproteinas,
secretadas por las células del oviducto, junto a restos del fluido folicular y
secreciones de las células del cumulus que rodean a los ovocitos (Buhiy cols.,
1992; 1997).
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Diferentes autores han demostrado que el paso de los ovocitos por el oviducto
provoca cambios en la ZP en cuanto a su composicion, analizada mediante
electroforesis, y en relacién al tiempo de digestidon con pronasa, el cual se ve
incrementado (Brown y Cheng, 1986; Hedrick y Wardrip 1987; Broerman y cols.,
1989). Ademas, la fecundacion in vitro utilizando ovocitos madurados in vivo y
recogidos de oviducto permite obtener mejores resultados, con disminucion de los
porcentajes de polispermia en comparacion a los resultados obtenidos cuando se

utilizan ovocitos madurados in vitro (28% vs 65%, Wang et al., 1998).

Atendiendo a la composicion del fluido oviductal, Broerman y cols. (1989)
propusieron que el aumento del tiempo de digestidon con pronasa se debia al
efecto de las proteinas oviductales que se unian o eliminaban durante el paso del
ovocito por el oviducto. Aunque el mecanismo de accién de estas glicoproteinas
continua sin ser conocido completamente, Buhi y cols. (1993; 1997) comprobaron
mediante microscopia electronica que existian glicoproteinas especificas del
oviducto de cerda que se asocian con la ZP, alcanzando el espacio perivitelino y
la membrana plasmatica de ovocitos no fecundados y embriones tempranos, pero
no aparecian en ovocitos foliculares. Estas proteinas, al unirse a la ZP, podrian
dificultar el acceso tanto de los enzimas (y por este motivo se produciria un
aumento del tiempo de digestidn con pronasa), como de los espermatozoides, lo
que justificaria en parte el aumento de monospermia. Sin embargo, esta hipétesis
no explican que en los ovocitos recogidos de oviducto y utilizados en FIV
continuen produciéndose considerables penetraciones polispérmicas (30% Wang
etal., 1998).

Recientemente Kolbe y Holtz (2005) corroboraron que los ovocitos obtenidos
in vivo presentaban un aumento de la resistencia a la digestiébn con pronasa, y
que éste se producia una vez que el ovocito alcanza el oviducto. Nuestros
resultados, en consonancia con los descritos anteriormente en la bibliografia
muestran que los ovocitos madurados in vivo de origen folicular y los madurados
in vitro presentan tiempos de digestion con pronasa notablemente inferiores a los

tiempos obtenidos para ovocitos recogidos de oviducto (13.691s). Ademas, por
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primera vez se demuestra que los ovocitos porcinos madurados in vitro (con baja
resistencia a la digestidon con pronasa), tras ser coincubados in vitro en fluido
oviductal bovino, muestran un aumento significativo del tiempo de digestion,
alcanzado valores proximos a los observados para los ovocitos de origen
oviductal. Este hecho demuestra que el efecto de endurecimiento de la ZP
observado in vivo también se puede alcanzar in vitro, incubando con fluido

oviductal los ovocitos por lo que dicho efecto es atribuible a este fluido bioldgico.

A pesar de que se podria esperar que existiera especificidad de especie en el
efecto que provoca el fluido sobre los ovocitos, el fluido oviductal bovino demostro
un efecto de endurecimiento tanto sobre los ovocitos porcinos como los bovinos,
incluso de mayor intensidad en el caso del porcino. La razén que justifica la
utilizacién de un fluido de origen heterdlogo en el presente estudio se debe a que
en los ensayos preliminares, se observo una gran variabilidad en el efecto del
fluido oviductal porcino segun la hembra de la cual procedia la muestra, lo cual
también ha sido descrito por Kolbe y Holtz (2005), sin poder atribuir tales
diferencias, mas que al efecto del individuo. Seria de interés identificar las causas
de tales variaciones y su relacion con los parametros reproductivos. Dicha tarea
no se presume facil, debido a la reducida cantidad de fluido que se puede
obtener, escapando a los objetivos del presente estudio. Como continuacion del
mismo, se intentara identificar el factor o factores responsables del
endurecimiento en el fluido oviductal y la concentracién 6ptima a emplear en el

medio de cultivo para poder mejorar el rendimiento del sistema de FIV porcina.

Un argumento que podria explicar las diferencias que se observan entre el
efecto que provoca sobre la ZP el fluido oviductal de origen porcino y bovino, es
que la cantidad de oviductina producida en la vaca es mayor que en el caso de la
cerda, siempre y cuando se considere que sea la oviductina es la responsable

ultima de dicho endurecimiento.

Una hipdtesis por comprobar es que efectivamente el factor oviductal

responsable de ese efecto sea la oviductina o glicoproteina oviductal especifica,
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la cual se sabe que es secretada por las células epiteliales del oviducto en
respuesta a las altas concentraciones de estrégenos Buhi, 2002). De hecho la
vaca produce oviductina a nivel del istmo y de la ampolla, mientras que en el caso
de la cerda se ha descrito que se producen bajos niveles de esta glicoproteina y
solamente a nivel del istmo, en ambos casos bajo la influencia de los estrdgenos
(Boice y cols., 1990).

In vivo, Broerman y cols. (1989) y Kolbe y Holtz (2005) han observado que el
incremento del tiempo de digestibn con pronasa que aparece en ovocitos de
oviducto tras la fecundacién disminuye alo largo del tiempo y llega a desaparecer
en estadio de morula o blastocisto, a nivel del utero. A pesar de que Broerman vy
cols. (1989) sugieren que existe un efecto litico a nivel del utero que hace
aumentar la susceptibilidad de la ZP a la digestiébn con pronasa, Kolbe y Holtz
(2005) sugieren que la reversibilidad del endurecimiento observada se debe a un
efecto de dilucién de las proteinas oviductales, las cuales no son secretan a nivel
de utero. En la especie bovina, se ha demostrado que las glicoproteinas de
oviducto permanecen unidas al embrion hasta el dia siete y en el cerdo hasta la

eclosion del embrién (revisado por Buhi, 2002)

Los resultados obtenidos demuestran que el endurecimiento observado tras la
incubaciéon con fluido oviductal disminuye a lo largo del tiempo cuando los
ovocitos se transfieren a medio TALP, tras el tratamiento con FO. Se observa una
disminucién gradual del tiempo de digestion de la ZP conforme aumenta el
periodo de incubacion en medio TALP, siendo la disminucion mas drastica
durante los primeros 15 minutos de incubacién, en los cuales se reduce en 4
veces el citado tiempo de digestién. La tendencia que muestra la representacion
grafica de los datos sugiere que la reversibilidad del efecto observada en las 2
primeras horas puede deberse a un efecto de dilucién de alguna de las sustancias
que se unen a la ZP, por lo que al no renovarse el medio, el efecto de dilucion va
disminuyendo, por saturacion del medio. De hecho a las 5 horas, se observa que

aun el tiempo de digestion es aproximadamente 10 veces mayor al grupo control,
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lo cual podria explicarse ya que existen proteinas de oviducto que se mantienen

unidas al embrion hasta el dia 7 (Wegner y Killian, 1991).

De acuerdo a lo que ocurre en condiciones fisiologicas, parece l6gico que se
produzca el endurecimiento de la ZP en el oviducto, lugar donde se produce la
fecundacién y donde el ovocito esta expuesto a los espermatozoides. Sin
embargo, después de la fecundacién la ZP debe disminuir progresivamente su
resistencia o “hardening” hasta permitir que dicha estructura se rompa y el
blastocisto eclosione . Nuestros resultados demuestran que in vitro el
endurecimiento de la ZP disminuye a lo largo del tiempo una vez que los ovocitos
no estan en contacto con el fluido oviductal. Esta reversibilidad parcial se puede
producir sin la necesidad del factor litico de origen uterino que proponian

Broermany cols., (1989).

En base al efecto observado sobre la fecundacion y disminucién de la
polispermia obtenida con ovocitos madurados in vivo recogidos de oviducto
(Wang et al., 1998), diferentes autores han utilizado el cocultivo de ovocitos con
células epiteliales de oviducto (Romar y cols.,, 2001) o la preincubacién de
ovocitos con fluido oviductal durante la FIV (Kim y cols., 1996) intentando simular
las condiciones del oviducto y esperando observar un efecto sobre la fecundacion.
Otros autores como Kouba y cols. (2000a) y McCauley y cols. (2003) han utilizado
directamente la adicion de proteinas oviductales porcinas del tipo OGP (oviductal
glycoprotein), o la adicion de osteopontina, otra proteina presente en oviducto de
cerda (Hao y cols., 2006), como alternativas para conseguir unos mayores indices
de monospermia. Sin embargo, a pesar de haberse obtenido mejoras en el
rendimiento de la FIV no se ha desarrollo un sistema donde se incluyan estas

sustancias de forma rutinaria para mejorar los rendimientos finales de la técnica.

Los resultados demuestran que la coincubacion con fluido oviductal de
ovocitos porcinos de MIV permite obtener una mejora importante en los valores de
FIV y disminuir el numero medio de espermatozoides por ovocito, aumentando de

forma significativa el rendimiento respecto al grupo control. El hecho de que los
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resultados de rendimiento obtenidos no sean demasiado elevados se debe a las
condiciones experimentales empleadas, en las que el sistema de fecundacién
estaba altamente saturado de espermatozoides (penetracion de 95% vy
polispermia de 91% en el grupo control) con el fin de poder observar mejor el
efecto del tratamiento sobre los resultados en el grupo de ovocitos preincubados
con fluido oviductal. Previamente, Kim y cols. (1996) observaron que la
coincubacién de ovocitos porcinos madurados in vitro con fluido oviductal porcino
provocaba un aumento de la monospermia, pero paralelamente producia una
disminucién del porcentaje de penetracién, que en nuestro caso no se produce.
Kouba y cols. (2000a), utilizando glicoproteinas especificas de oviducto porcino
(pOSP) demostraron una reduccidn de la polispermia y del numero de
espermatozoides unidos a ZP, pero no observaron aumento del tiempo de

digestién con pronasa.

Los resultados observados sobre el aumento del tiempo de digestion con
pronasa, aumento de la monospermia y aumento del rendimiento de la FIV, tras la
coincubacién en fluido oviductal de los ovocitos, consideramos que se deben a la
accion de las proteinas especificas de oviducto presentes en dicho fluido,
especialmente la oviductina, aunque no se descarta que actluen otras sustancias
tales como la osteopontina o el inhibidor del activador del plasminégeno. En el
caso de la osteopontina se ha demostrado que se produce un pequeio
incremento en el tiempo de digestion de la ZP con pronasa, pero muy inferior al
obtenido en nuestros experimentos y por lo tanto no comparable Hao et al.,
2006). Es posible que la dilucion de la osteopontina en el medio de FIV (TBM, en
el caso de Hao et al. 2006) pudiera haber enmascarado su efecto sobre el
endurecimiento de la ZP, y que en otras condiciones experimentales su efecto

fuera mayor.

Algunos trabajos previos no han obtenido aumento del tiempo de digestion con
pronasa tras la adicidbn de proteinas especificas de oviducto (Kouba y cols.,
2000a). Sin embargo la metodologia utilizada para la obtencion de las proteinas

difiere bastante de la utilizada en nuestro caso, teniendo en cuenta que asilaron

150



Discusion

las proteinas a partir de homogenizados de oviductos completos, por lo que
podian existir diferencias entre las proteinas secretas y las que estan presentes

en el fluido oviductal, que fueron las utilizadas en nuestros experimentos.

A pesar de que el efecto causado por las proteinas oviductales ha sido
demostrado in vivo y éstas permanecen unidas al ovocito hasta las primeras fases
del embrion Wegner y Killian, 1991; Buhi y cols., 1993), nuestros resultados
demuestran que in vitro el efecto es reversible parcialmente, en un intervalo de
tiempo de 5 horas. Las causas de que se produzcan estas diferencias se puede
deber a que las interacciones que se establecen entre las proteinas y la ZP
puedan verse afectadas por las condiciones in vitro (pH, presion osmébtica,
temperatura) que difieren de las condiciones en que se produce in vivo y han sido
demostrados diferentes factores que afectan a esta unién. Por ejemplo Lapointe y
Sirard (1996) demostraron que la concentracion de calcio puede influir en la
capacidad de union de las proteinas del fluido oviductal a la membrana plasmatica
de espermatozoides bovinos y seria previsible que afecte también a la union de

las proteinas del fluido oviductal a la ZP.

Los resultados obtenidos sugieren que el endurecimiento de la ZP que
acontece como consecuencia de la accion del FO en el oviducto, podria ser un
nuevo mecanismo fisiolégico implicado en el bloqueo de la polispermia, que no ha
sido descrito hasta el momento. Quizas este mecanismo, no considerado in vitro,

ha sido la causa de la falta de éxito de la FIV en la especie porcina.

4.1.4. ElI tratamiento de los ovocitos bovinos con fluido oviductal
incrementa de modo reversible la resistencia de la zona pelucida a

la digestion con pronasa.

En el caso de la especie bovina, se ha descrito también que los ovocitos
sufren modificaciones en su paso a través del oviducto. In vitro, hasta seis
proteinas oviductales diferentes se ha demostrado que son capaces de unirse a la

ZP (Staros y Killian, 1998). La incubacion de ovocitos bovinos en oviductos
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provoca modificaciones en la ZP que se manifiestan como endurecimiento de la
ZP aumentando desde 3 o 4 minutos observados para ovocitos y embriones
obtenidos in vitro hasta los 390 y 470 minutos para los incubados en oviductos
(Bielanski y cols., 2003).

A pesar de que se ha demostrado que diferentes glicoproteinas del fluido
oviductal se unen a la ZP, al espacio perivitelino y al embrion de diferentes
especies (ver revision Buhi y cols., 2000), sus funciones no se conocen con
exactitud, aunque se cree que afectan a la capacitacidon espermatica, motilidad y
viabilidad ademas de que tienen efectos sobre la fecundacién y el desarrollo
embrionario (Buhi, 2002).

Nuestros resultados demuestran que la incubaciéon en fluido oviductal de los
ovocitos bovinos madurados in vitro provoca un aumento significativo del tiempo
de digestion con pronasa (12.657s) frente a los ovocitos de origen folicular (96s) o
los madurados in vitro (63s). Al igual que para la especie porcina, se observa que
el fluido oviductal in vitro provoca un efecto de endurecimiento, de modo similar a
lo que ocurre en los ovocitos que han estado in vivo en contacto con el fluido del
oviducto, aunque en bovino los valores obtenidos de la incubacion in vitro son

inferiores a los observados para los ovocitos incubados in vivo en oviducto.

También se observa una disminucion progresiva del endurecimiento de la ZP
tras el cultivo de los ovocitos en medio TALP, que al igual que en la especie
porcina es mas acusado durante las dos primeras horas, aunque tras 5 horas de
incubacion el tiempo de digestion con pronasa continua siendo superior al del

grupo control.

Estas observaciones nos indican que, a pesar de que en la vaca el mecanismo
de bloqueo de la polispermia dependa en menor medida que en el cerdo del
endurecimiento de la ZP, dicho endurecimiento ocurre, y su papel fisiologico
podria estar relacionado con la proteccion o el desarrollo posterior del embrion,

hipbtesis que planteamos para estudios futuros.
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También se plantea la posibilidad de que el endurecimiento que se produce de
forma fisiologica en el oviducto, ademas de contribuir a la monospermia, actue
seleccionando de algun modo los espermatozoides mas aptos para alcanzar el

éxito de la fecundacion.

4.2. INTERACCION ESPERMATOZOIDE-OVOCITO HETEROLOGA

El apartado correspondiente al estudio de las interacciones espermatozoide-
ovocito a nivel heterdlogo nos ha permitido profundizar en algunos aspectos que
hasta ahora habian dado lugar a resultados contradictorios en la bibliografia.
Nuestros resultados demuestran hallazgos novedosos que cuestionan algunas de
las ideas clasicas de los mecanismos de la fecundacién, aunque previamente

algunos investigadores ya habian puesto en tela de juicio tales dogmas.

4.2.1. Los espermatozoides humanos son capaces de adherirse a la zona

pelucida porcina y sufrir la reaccién acrosémica

La zona pelucida clasicamente ha sido considerada como el lugar donde
residia la especificidad de especie en los procesos de fecundacién en mamiferos
(Yanagimachi, 1994; Hanada y Chang, 1972). En la mayoria de especies,
determinadas cadenas de oligosacaridos de la ZP y sus correspondientes
carbohidratos unidos a proteinas, a nivel de la membrana plasmatica del
espermatozoide, se consideran responsables de mediar en la union especifica y
el reconocimiento entre el espermatozoide y la ZP (Bedford, 1977; Hoshiba y
Sinowatz, 1998; Sinowatz y cols., 1998).

A pesar de ello, diferentes autores han demostrado que la union de los
espermatozoides a la ZP no es estrictamente especifica de especie, aunque dicha
estructura representa una barrera significativa para la mayoria de cruces in vitro

(Wassarman y cols., 2005), donde su funcion adquiere mayor importancia.
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Nuestros resultados demuestran que los espermatozoides humanos pueden

unirse a la ZP de ovocitos porcinos madurados in vitro.

Ademas, la induccién de la RA consecuencia de dicha unién, que se observd
en los espermatozoides humanos que se incubaron con ovocitos completos
durante 2°5 horas, indica que se trata de un tipo de unidén activa que desencadena
la RA. Estos resultados, aunque aun preliminares, abren la posibilidad de utilizar
en un futuro préximo ovocitos porcinos madurados in vitro para el estudio de la
funcionalidad espermatica humana, si se demuestra que existe una buena

correlacién con los resultados de fertilidad.

La unién no especifica de especie entre espermatozoides y ovocitos mostrada
en este trabajo no es la unica referencia existente de union heterdloga
espermatozoide-ZP, aunque es la primera vez que se utiliza con la finalidad de
estudiar la funcionalidad de espermatozoides humanos. En la especie humana,
Lee y cols., (1987) obtuvieron induccién de la RA utilizando ZP de ratén
solubilizada mediante acidos, atribuyendo este efecto a la presencia de factores a
nivel de la ZP de raton que provocaron una estimulacién heterologa. Oehninger y
cols., (1993) comprobaron la induccion de la RA en espermatozoides humanos
utilizando ZP homéloga (humana) y ZP de origen heterdlogo (cynomolgus monkey
y hamster), destacando que a pesar de que los valores obtenidos con ZP
heter6loga fueron inferiores, se producia una induccion de la RA con zona
pelucida de origen heterélogo.

Otros autores como O'Rand y colaboradores (1985) y Nazy cols. (1991) han
propuesto que determinadas proteinas de la ZP porcina podrian tener capacidad
para unirse a las proteinas del espermatozoide humano. Windt y cols. (1992)
observaron que cuando anadian ZP solubilizada al medio de fecundacion, se
producia un aumento en el numero de espermatozoides unidos a la ZP en
comparacion al control, sugiriendo que las proteinas de la ZP porcina previenen la

inducciéon de la RA en los espermatozoides humanos lo cual no estd en

154



Discusion

concordancia con nuestros resultados, ni con los obtenidos por O’Rand y cols.
(1985)y Naz y cols. (1991).

Mas recientemente Delle Monache (2003) ha demostrado la existencia de
una molécula denominada “Gp273” (que actua como ligando del espermatozoide
en la interaccibn de gametos en un molusco bivalvo) que se une a los
espermatozoides humanos e induce la reaccion acrosoémica. Este resultado es
otra evidencia mas de que no existe una estricta especificidad de especie, al
menos a nivel de la unidén primaria espermatozoide-ZP, lo cual ya fue propuesto
por Focarelli y cols.,(2001) y concuerda con nuestros resultados. Aunque en la
especie humana, diferentes trabajos han estudiado la interaccion heterdloga
utilizando espermatozoides humanos y ZP porcina, éstos no han obtenido
induccion de la RA. Sin embargo, existen trabajos recientes que demuestran
union e induccidn heterdloga, por ejemplo utilizando ZP bovina y espermatozoides
porcinos y equinos (Sinowatz y cols., 2003), lo cual tampoco habia sido obtenido

previamente.

La posibilidad de que la induccién de la RA observada en nuestros
resultados sea consecuencia de la accion de la progesterona producida por las
células del cumulus oophorus de los ovocitos se descarta porque se utilizaron

ovocitos denudados antes de la incubacidn con los espermatozoides.

Una de las posibles explicaciones a que determinados autores no hayan
observado, en muchos casos, induccion heterdloga de la RA, puede ser debido al
uso de ZP solubilizada. Ha sido demostrado que cuando se utiliza ZP solubilizada,
incluso de origen homologo, los porcentajes de induccién de RA en comparacion
con ZP intacta son menores (24 vs. 45%, Cross y cols., 1988; 26 vs. 84%,
Baastian y cols., 2002). Aunque la causa exacta de estas diferencias no se
conoce totalmente, puede ser debido a la pérdida de la estructura de la ZP que se
produce durante el proceso de solubilizacion, cuya disposicion tridimensional
presenta una gran complejidad (Green, 1997), alterandose la disposicion en que

se encuentran los terminales responsables de la union e induccién de la RA.

155



Discusion

Ademas, ha sido demostrado que la cantidad de proteina solubilizada necesaria,
incluso de origen homélogo, supera en la mayoria de los casos la concentracion
de 1ZP/ul para obtener porcentajes de induccion de RA significativos (hamster:
Cherr, y cols., 1986; humano: Schuffner y cols., 2002; bovino: datos propios, no
publicados), lo que implica necesariamente el uso de grandes cantidades de

proteina cuya obtencion es bastante laboriosa.

Otro aspecto a tener en cuenta es el sistema para la evaluacion de la RA.
En nuestros experimentos se utilizé un método especifico de espermatozoides
humanos descrito por Liu y Baker (1996), util para trabajar cuando el numero de
espermatozoides sobre los que se hace la evaluacién de la RA es muy limitado,

evitando cualquier pérdida de muestra.

Los datos existentes sobre la composicién de la ZP porcina demuestran
que existe un alto porcentaje de homologia, a nivel de ZP3, entre ZP porcina y
humana, que segun Zhuy Naz (1999) cifran en el 78'9%, si bien es cierto que la
especificidad de especie y la capacidad de unidén puede residir tan solo en unos
pocos residuos glucidicos. EI modelo que se propone es que numerosas
moléculas participan en el proceso de interaccion e induccion. De hecho, existen
numerosos trabajos en la bibliografia sobre diferentes moléculas que aun
habiendo sido demostrada su implicaciéon en el proceso, no provocan una
inhibicion total de la interaccion cuando se eliminan, lo que justifica la

participacion de varias moléculas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y las referencias bibliograficas
relacionadas que existen, se puede concluir que bajo condiciones in vitro la
especificidad de especie de las interacciones espermatozoide-ZP es menos
restrictiva de lo que se preveia, quizas debido a la falta del efecto de las
secreciones oviductales, tal y como propusieron Slavik y Fulka (1999) y teniendo
en cuenta que segun algunos autores (revisado por Clark y Dell, 2006) la funcion
de los oligosacaridos de la ZP es precisamente el establecimiento de la

especificad de especie. Por el contrario, la interaccién con el oolema se demostré
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ser mas restrictiva de lo esperado, ya que previamente se ha descrito en
numerosas ocasiones la penetracion heterdloga en ovocitos porcinos sin ZP
(Gardon y cols., 2001; Zhao y cols., 2002).

De hecho en las experiencias del bloque | (en las que se estudid el efecto
de las secreciones oviductales sobre la interaccion espermatozoide-ovocito
homologa en porcino y bovino), los resultados demuestran que cuando los
ovocitos han estado en contacto con las secreciones oviductales (n vitro), los
resultados de FIV muestran porcentajes de monospermia mas altos, mientras que
el numero de espermatozoides por ovocito disminuye considerablemente, o que
demuestra que las secreciones oviductales intervienen de algun modo

bloqueando la capacidad de unién de los espermatozoides a la ZP.

La unién del espermatozoide a la ZP refleja multiples funciones del gameto
masculino; por lo tanto, un test diagndstico que evalue la habilidad de los
espermatozoides para sufrir la RA como respuesta al estimulo de la unién a ZP,
es una herramienta util en el estudio de la fertilidad masculina (Franken y cols.,
1990; Oehningery cols., 2000; Liu y Baker, 1992). Es por ello que el uso de ZP
porcina heteréloga tal y como se describe en este trabajo puede ser una opcién
como test diagnéstico, siendo mas viable desde el punto de vista de la obtencién
del material biolégico, una vez demostrado que es posible la interaccidon

heterdloga.

4.2.2. Los espermatozoides humanos son incapaces de atravesar la

membrana plasmatica de los ovocitos porcinos

En la interaccidn espermatozoide-ovocito, una vez superada la zona
pelucida o tras su eliminacién, la membrana plasmatica representa la siguiente
barrera. La interaccion del espermatozoide, en concreto su membrana acrosomal
interna, con la membrana del ovocito (eoplasma) supone una adhesion celular
firme que culmina con la fusién de ambas membranas. El mecanismo de fusién no

se conoce totalmente, pero se han identificado diferentes moléculas que estan
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implicadas, como “CRISP 1” y moléculas tipo "ADAM’S” en el espermatozoide, e
integrinas y otras proteinas asociadas a integrinas en el ovocito Evans, 2002).
Mientras que la primera barrera, la zona pellucida, es reconocida en muchos
casos como una eficiente barrera especifica de especie (Yanagimachi, 1994,
Hanada y Chang, 1972), la existencia de mecanismos de especificidad de especie
a nivel de las interacciones entre membranas de gametos en mamiferos no es tan

evidente.

Nuestros resultados demuestran que los espermatozoides humanos
capacitados pueden unirse a la membrana plasmatica de ovocitos porcinos
madurados in vitro sin ZP, pero no son capaces de fusionarse con ella y penetrar
al interior. Utilizando diferentes métodos de induccién de RA con agonistas
naturales (progesterona y fluido folicular) y artificiales (ionéforo), los
espermatozoides con RA inducida tampoco son capaces de fusionarse con el
oolema de los ovocitos porcinos sin ZP. Descartamos que los resultados en los
que fallé la penetracién se deban a las condiciones de fecundacién, porque se
realizaron controles con inseminacién de ovocitos porcinos y espermatozoides

homologos en los que la fecundacién alcanzo6 el 100% de penetracion.

Sin embargo, la union y penetracion heterdloga entre espermatozoides y
ovocitos sin ZP ha sido demostrada por numerosos autores usando diferentes
combinaciones de espermatozoides y ovocitos de varias especies de mamiferos
(Bedford, 1977; Yoshimatsu y cols., 1988; Liu y cols., 1991; Lanzendorf y cols.,
1992 y Oehninger y cols., 1993). El caso mas extremo y extendido es la utilizacion
de ovocitos de hamster sin ZP por su capacidad de ser penetrados por
espermatozoides de numerosas especies animales, siendo una practica extendida
desde los afios 70, utilizada para evaluar su capacidad fecundante (Yanagimachi,
1976). En estudios realizados in vitro se observa que de forma general, los
ovocitos de mamiferos sin ZP tienden a fusionarse, al menos con

espermatozoides de la misma especie o de especies cercanas.
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No obstante, se han descrito algunos casos de incompatibilidad a nivel de
interaccion entre membranas, espermatozoide-oolema, incluso entre especies
proximas dentro de los rumiantes, como por ejemplo entre espermatozoides de
antilope y ovocitos de vaca (Kouba y cols., 2001), no siendo esa incompatibilidad
en todos los casos reciproca (es decir que no existe incompatibilidad entre
espermatozoides de toro y ovocitos de antilope). En el caso de espermatozoides
humanos ha sido descrita la falta de fusion con ovocitos libres de ZP de rata o
raton (Hanada y Chang, 1978; Quinn, 1979; Pavlok, 1980), especies

filogenéticamente préximas al hamster.

De los datos existentes en la bibliografia y de los nuestros propios, ademas
de la opinion del Profesor Yanagimachi (comunicacion personal), puede ser
inferido que la fusién entre gametos a nivel de membranas plasmaticas de
diferentes especies es impredecible, no cumpliendo ninguna regla conocida, y que
son necesarios ensayos especificos para conocer los resultados en cada

combinacion entre gametos de diferentes especies.

4.2.3. Los espermatozoides humanos pueden descondensarse y formar un
pronucleo masculino cuando son inyectados en el citoplasma de

ovocitos porcinos

Una vez que el espermatozoide ha sido capaz de atravesar las barreras que
protegen al ovocito, se debe producir la descondensacion de la cromatina y
formacion del pronucleo masculino como paso previo a la formacion del cigoto.
Numerosos ensayos han sido disefiados para estudiar la capacidad fecundante
de los espermatozoides en general, y de los espermatozoides humanos en
particular. Uno de los mas completos es el test de penetracion utilizando ovocitos
de hamster, pero sin embargo este tipo de test solo llega a valorar la capacidad
del espermatozoide para penetrar en el ovocito y no evalua la capacidad de
formacion del pronucleo masculino y femenino consecuencia de la activacion del

ovocito.
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Debido a la importancia que tienen en la fecundacion los eventos que se
producen tras la penetracion del espermatozoide, diferentes grupos de
investigadores han desarrollado sistemas de microinyeccion espermatica
heter6loga, empleando ovocitos de diferentes especies, principalmente roedores,
para estudiar dichos eventos. Por ejemplo, Lee y cols. (1996) utilizaron ovocitos
de ratdn para realizar ICSI con espermatozoides humanos y analizar la
constitucién cromosdémica de dichos espermatozoides. Ahmadi y cols. (1996)
utilizaron un ensayo de ICSI heteréloga con ovocitos de hamster vy
espermatozoides humanos como test de funcionalidad espermatica para casos de
infertilidad con factor masculino severo. Recientemente, Terada y cols. (2004)
propusieron que la evaluacion de la funcionalidad del centrosoma durante el
primer ciclo celular podia ser un importante parametro a tener en cuenta para

evaluar la habilidad global del espermatozoide en el proceso de fecundacion.

La utilizacion de ovocitos de roedores para los ensayos de ICSI heterdloga
con espermatozoides humanos tiene un problema, y es que los roedores
adquieren el centrosoma de la madre, siendo una rara excepcion entre los
mamiferos, mientras que de forma general y en el caso de los humanos
concretamente también, el centrosoma es aportado por la via paterna (por el
espermatozoide). En consecuencia, los ensayos heterélogos con ovocitos de
hamster no son apropiados para examinar la actividad del centrosoma de ovocitos
humanos (Hewitson y cols., 1997) y de otras especies de mamiferos donde el
centrosoma venga aportado por la via paterna.

A pesar de que la habilidad de los espermatozoides humanos para formar
un pronucleo masculino tras la ICSI en un ovocito porcino ya fue demostrada por
Kimy cols. (1999), el uso de este ensayo como una nueva herramienta para
evaluar la funcionalidad espermatica no ha sido planteado anteriormente. En la
referencia citada anteriormente, los autores obtuvieron altos porcentajes de
activacion de ovocitos y de formacion pronuclear, lo cual concuerda con los datos
obtenidos en el presente trabajo para las muestras procedentes de donantes

sanos. Sin embargo, estos autores al evaluar los resultados a las 18-20 horas
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post-ICSI no observan divisiones del ovocito, a diferencia de lo observado en
nuestros resultados, donde se observaron divisiones en las muestras de semen
de donantes sanos, mientras que en las muestras de pacientes con diferentes
patologias no se observd. Las posibles diferencias entre los medios de cultivo
utilizados por Kim y cols. (1999) y los empleados en este estudio, para la
incubacién de los ovocitos después de la ICSI pueden ser una de las causas que
explique la diferencia en la observacién de divisiones, teniendo en cuenta que
Garcia-Rosello y cols. (2006) demostraron un efecto positivo sobre la division
causado por el medio TALP (medio utilizado en el presente estudio) en

comparacion al NCSU-23 (medio utilizado por Kim y cols., 1999).

Los distintos porcentajes de formacion pronuclear y de divisién observados
después de la microinyeccidon de espermatozoides humanos, con una clara
diferencia para la variable divisibn segun el origen de las muestras, sugiere que
las diferencias podrian deberse a la diferente capacidad fecundante de las
muestras, abriendo una posibilidad para el desarrollo de nuevos test de
funcionalidad espermatica. Ademas el sistema de ICSI heterdloga descrito en la
metodologia, puede ser también util para el estudio de la capacidad de activacion
del ovocito utilizando una muestra de semen humano o para la evaluacion de la
funcionalidad del centrosoma. Para ello sera necesario, en el futuro, desarrollar
este modelo utilizando un gran numero de paciente provenientes de diferentes
centros de infertilidad, que permita agruparlos por etiologias y con los que sea
posible demostrar las correlaciones existentes con los resultados finales de

fecundacion.
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5. CONCLUSIONES

1. El tratamiento con DTSP de ovocitos madurados in vitro provoca un

aumento del tiempo de digestion con pronasa de la ZP (endurecimiento), tanto en

la especie porcina como en la bovina.

2. El endurecimiento de la ZP causado por el DTSP afecta a los resultados de
FIV, causando una disminuciéon de la polispermia. En la especie porcina este
efecto es dosis-dependiente y a determinadas concentraciones provoca ademas

un aumento del rendimiento final.

3. Los ovocitos porcinos y bovinos madurados in vitro y los ovocitos de
foliculos preovulatorios presentan tiempos de digestion con pronasa

(endurecimiento) muy inferiores a los ovocitos ovulados.

4. La incubacion de ovocitos porcinos, madurados in vitro, en fluido
oviductal provoca un endurecimiento de la ZP comparable al observado en
ovocitos ovulados. Para los ovocitos bovinos, la incubacion bajo las mismas
condiciones provoca un notable endurecimiento, pero inferior al observado para

ovocitos ovulados.

5. El endurecimiento provocado tras la incubacién en fluido oviductal, sobre
los ovocitos madurados in vitro, es parcialmente reversible a lo largo del tiempo,
cuando los ovocitos se incuban en medio de fecundacion tras haber sido tratados

con dicho fluido.

6. El endurecimiento de la ZP causado por el fluido oviductal afecta a los
resultados de FIV porcina, mejorando el porcentaje de monospermia y el
rendimiento final. De ello se deduce que el fluido oviductal influye en la

interaccién espermatozoide-ovocito homologa en la especie porcina.
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7. La interaccion entre espermatozoide humano y zona pelucida porcina no

es estrictamente especifica de especie, pudiendo unirse espermatozoides
humanos a la ZP porcina. Esta unidén conlleva induccién de la RA.

8. El porcentaje de induccion de la RA provocado tras la interaccion de

espermatozoides humanos con la ZP porcina varia dependiendo de la muestra

seminal utilizada.

9. Los espermatozoides humanos, con o sin RA inducida, no pueden

penetrar ovocitos porcinos madurados in vitro sin ZP.

10. La microinyeccion de espermatozoides humanos en ovocitos porcinos
madurados in vitro provoca la activacion del ovocito, la descondensacién de la

cabeza espermatica, la formacion de pronucleos y en muestras de donantes de

fertilidad probada la division celular.
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6. RESUMEN

Como fruto de la interaccion de dos células totalmente diferenciadas, la
fecundacion permite obtener un cigoto totipotente capaz de formar todos los tipos
celulares del organismo. Debido a la complejidad de este proceso biologico, y a
pesar de la importancia que tiene el control de la fecundacion, los mecanismos

implicados en la unién de gametos continuan sin conocerse de forma completa.

La unioén del espermatozoide y el ovocito es tan sélo una parte del complejo
proceso de la fecundacién, la cual es critica para el éxito de la misma. Maxima
relevancia adquiere esta etapa bajo condiciones in vitro, donde algunas de las
barreras presentes en condiciones in vivo han sido eliminadas. En estos casos la
interaccion entre los gametos se reduce a tres niveles principalmente: zona

pelucida (ZP), membrana plasmatica y citoplasma.

La union del espermatozoide a la ZP, presenta grandes restricciones de
especie y responde a un complejo mecanismo que no se conoce en su totalidad,
habiéndose descrito casos en los que no existe una estricta especificidad de
especie. Ademas, la ZP se considera una de las barreras defensivas mas
importantes del ovocito y del embridn, tanto frente a los agentes externos como a
los espermatozoides. Sin embargo, bajo condiciones in vitro, en algunos casos
como en la especie porcina, se observa una deficiente funcion defensiva de la ZP
frente a la entrada de espermatozoides, produciéndose polispermia, cuyas

consecuencias suelen ser la formacién de un embrién no viable.

En base a estas dos razones principales (falta de especificidad de especie
de la ZP en determinados casos y fallo de la funcion defensiva frente a la entrada
de espermatozoides) se considera de interés el estudio de la interaccidon
espermatozoide-ovocito a nivel homologo en dos especies con diferente
incidencia de polispermia, porcina y bovina, y a nivel heter6logo entre la especie

humana y la porcina por el interés clinico de sus aplicaciones.
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Los objetivos de este estudio son profundizar en el conocimiento de: i) los
mecanismos implicados en la interaccibn homologa espermatozoide-ovocito, con
el fin de mejorar los resultados de fecundacion in vitro (FIV), disminuyendo la
polispermia en las especies porcina y bovina, y ii) la interaccion heter6loga entre
gametos, con el fin de desarrollar nuevas pruebas de evaluacidon de la
funcionalidad espermatica humana, mediante el uso de ovocitos de animales de la

especie porcina.

Para ello se plantean una serie de experimentos distribuidos en dos
bloques: estudio de las interacciones entre gametos homologos y entre gametos

heterélogos.

En la primera parte, correspondiente a interacciones entre gametos de la
misma especie (homdlogos) se pretende provocar modificaciones en la ZP
(utilizando agentes quimicos y sustancias biolégicas), y comprobar si afectan a la
interaccion espermatozoide-ovocito homologa. Se utilizan para ello gametos de
dos especies, porcina y bovina, en las que tipicamente los indices de polispermia
son distintos, altos en el primer caso y notablemente inferiores en el caso de la

especie bovina.

En los experimentos del 1 al 5, los ovocitos madurados in vitro de cerda y
vaca se incuban con una sustancia quimica (DTSP), que favorece la formacién de
puentes entre las aminas de las proteinas y se valora el grado de endurecimiento

(tiempo de digestion con proteasa) que ejerce y el efecto causado sobre la FIV.

Los resultados demuestran que el tratamiento con DTSP provoca un
endurecimiento de la ZP en ambas especies, obteniéndose valores de 3743
segundos en el cerdo y de 1777 segundos en la vaca, frente a los 60-120
segundos de los grupos control. En cuanto al efecto sobre la FIV, para la especie
porcina el tratamiento provocd un notable aumento del porcentaje de
monospermia frente al grupo control (50% vs 5%), y por consiguiente una

disminucion de la polispermia, ademas de un incremento del rendimiento final de
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la fecundacién (47% vs. 5%). En la especie bovina se obtuvo un ligero aumento
del porcentaje de monospermia (64%) frente al control (54%), pero este no
conllevé mejora del rendimiento (37% vs. 50%) debido a que la penetracion

disminuye de forma leve.

Para estudiar el efecto in vitro del fluido oviductal sobre la ZP, en los
experimentos del 6 al 10 se incubaron ovocitos madurados in vitro de porcino y
bovino en fluido oviductal y se valord el efecto que producia sobre la ZP, su
endurecimiento y la duracion del mismo a lo largo del tiempo. Ademas se realizé
FIV con ovocitos porcinos expuestos al fluido oviductal y se comprobd su efecto
sobre la FIV.

Los resultados demuestran que el tratamiento con fluido oviductal provoca
un aumento del tiempo de digestion con pronasa (endurecimiento) muy notable de
la ZP porcina (12.657 s), con tiempos similares a los obtenidos para ovocitos
porcinos ovulados (13.960 s). En bovino también ejerce un notable
endurecimiento de la ZP (4.300 s), pero con tiempos de digestion inferiores a los
observados en ovocitos bovinos ovulados (31.448 s). Ademas se comprueba que
tras la incubacién en el fluido oviductal, cuando los ovocitos se mantienen en un
medio de fecundacion, transcurridos 15 minutos el endurecimiento ya ha
disminuido notablemente, tanto en porcino (2.737 s) como en bovino (2.843 s),
aunque transcurridas 5 horas aun el tiempo de digestidbn con pronasa es superior
al del grupo control (porcino, 675 vs 63 s; bovino 1037 vs 102 s).

En cuanto a los resultados de FIV porcina con ovocitos expuestos al fluido
oviductal, se observa un notable aumento de los indices de monospermia frente al
grupo control (29% vs. 8%) y del rendimiento final (25% vs. 8%). Estos resultados
sugieren que una de las causas de los altos indices de polispermia observados en
la FIV de porcino, puede relacionarse con el hecho de que los ovocitos
madurados in vitro no permanecen en contacto con las secreciones oviductales, a

diferencia de lo que ocurre in vivo.

168



Resumen

En el segundo bloque, teniendo en cuenta las limitaciones éticas que plantea
el uso de gametos humanos, y en aras de profundizar en el conocimiento de la
interaccion heterologa de gametos y sus aplicaciones, se plantea el estudio de la
interaccion heterdloga entre espermatozoides humanos y ovocitos porcinos. Para
ello se estudia la interaccion a nivel de la ZP, la membrana plasmatica y el
citoplasma, por ser las tres barreras a las que se reduce la interaccion de

gametos in vitro.

Para estudiar la interaccion a nivel de ZP se valora la capacidad de union de
los espermatozoides humanos y la induccion de la reaccién acrosomica (RA) tras
dicha unién, utilizando ovocitos porcinos con ZP. El resultado demuestra que un
reducido numero de espermatozoides pueden unirse a la ZP y que dicha union

induce la RA con valores entre el 15% y el 58%, dependiendo de la muestra.

Respecto a la interaccibn con la membrana plasmatica, se estudia la
capacidad de los espermatozoides humanos de penetrar los ovocitos porcinos
desprovistos de ZP. Los espermatozoides humanos utilizados son capacitados
previamente y en algunos de los grupos, se induce la RA utilizando diferentes
sustancias (fluido folicular porcino, P4 o ionéforo de Ca?*). Tras la incubacion de
espermatozoides y ovocitos (20-22 h), se evalua la penetracién. Los resultados
demostraron que bajo las condiciones utilizadas, los espermatozoides humanos
no pueden penetrar los ovocitos porcinos sin ZP, y que los ovocitos no sufren el
proceso de activacion, tal y como demuestra el hecho de que el nucleo de los
ovocitos continua en estadio de metafase. En los grupos control, bajo las mismas
condiciones, se observd penetracibn homologa (ovocitos y espermatozoides

porcinos) en altos porcentajes (86-98%).

A continuacion se estudia la interaccion del espermatozoide humano y el
ooplasma porcino. En los ovocitos porcinos madurados in vitro se introduce un
espermatozoide humano, utilizando la técnica de microinyeccion espermatica. A
continuacién los ovocitos microinyectados se incuban en un medio de FIV durante

20-22 horas, tras lo cual se fijan y tifien para evaluar el porcentaje de division y el
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estado del nucleo del ovocito y del espermatozoide. Los resultados demuestran
que tras la microinyeccidén del espermatozoide humano, se produce la activacion
del ovocito porcino y la descondensacién de la cabeza espermatica, pudiendo
llegar a formarse pronucleos masculino y femenino, observando diferencias
importantes en el porcentaje de division a las 22 horas, segun el origen de las

muestras seminales.

170



Resumen

7. SUMMARY

Fertilisation is a complex process where two completely differentiated cells
become a totipotent zygote that can produce any type of cell in the organism. Due
to its huge complexity, there is a lack of knowledge about different mechanisms
involved in the sperm-oocyte interaction. Such interaction is just a step in the

fertilisation process, but critical for its success.

For example, at the sperm-zona pellucida binding level, there is a kind of
species-specificity, but it remains to be determined when and why such specificity
occurs because the rules are not always followed when gametes from different
species meet. On the other side, the zona pellucida is considered a defensive
barrier to prevent the entrance of additional spermatozoa into the oocyte.
However, under in vitro conditions, this mechanism does not work in some species

such as the porcine and the resulting polyspermy produce non-viable embryos.

Because of these two reasons (lack of species-specificity in some situations
and failures in the block to polyspermy in some others) the aim of this study was to
deepen the knowledge of the homologous and heterologous sperm-oocyte
interaction by using porcine, bovine and human gametes as models. This was
approached by i) studying the homologous sperm-zona pellucida interaction in
pigs and cows with the objective of improving the levels of monospermy after in
vitro fertilisation (IVF) and, ii) studying the heterologous interaction between
human spermatozoa and pig oocytes at zona pellucida, oolema and ooplasm
levels with the objective of developing a test to predict the fertilising ability of

human sperm.

In the first series of experiments, we tried to modify the porcine and bovine
zona pellucida by means of chemical or biological agents in order to make it
harder, or more resistant to protease digestion. In such way, it was predictable that

the levels of polyspermy became reduced. Pig was used as an example of a
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species with high levels of polyspermy at in vitro fertilisation while cow was used

as an example of low level of polyspermy after IVF.

Experiments 1 to 5 aimed to evaluate the effect of the chemical reagent
DTSP, that crosslinks the proteins by reacting with primary amines to form stable
amide bonds. Zona pellucida hardening and IVF results were assessed in pig and
cow species. The results showed that DTSP makes the ZP harder in both cases,
giving 3743 sec in pig and 1777 sec in cow after 30 min of contact with the
oocytes, compared to 60-120 sec for the control groups. Regarding pig IVF, DTSP
treatment produced a huge increase in the percentage of monospermy compared
to the control group (50% vs 5%), without decreasing the percentage of
penetration. On the contrary, in cow IVF, DTSP produced a slight increase in the
percentage of monospermy (64% vs 54%) with a further decrease in the
percentage of penetration (58% vs 92%), thus rendering the final output of the

technique lower.

In order to test a biological agent, pig or cow in vitro matured oocytes were
incubated for 30 min with bovine oviductal fluid in experiments 6 to 10. The results
showed that the porcine ZP took 12657 sec to be digested with pronase after the
treatment, whereas the bovine ZP took 4300 sec. Control oocytes recovered from
oviduct s took 13960 sec and 31448 sec, respectively, for pig and cow, whereas
the control IVM oocytes took 60-120 sec. Moreover, a reversibility of this effect
was observed in both species when oocytes incubated in oviductal fluid were
transferred to IVF medium, being the digestion times after only 15 min 2737 sec
and 2843 sec for pig and cow oocytes, respectively. After 5 hours in IVF medium,

the digestion times dropped to 675 and 1037 sec for pig and cow oocytes.

IVF results were significantly improved in pig after treatment with oviductal
fluid, with a monospermy level of 29% compared to 8% in control group (under
saturated sperm conditions). These results suggest that one of the reasons for the

high levels of polyspermy under in vitro conditions can be the lack of contact with
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Resumen

oviductal secretions, which is necessary to make the oocyte ZP harder and help in

the prevention of polyspermy.

Experiments 11 to 14 studied the human sperm-pig oocyte interaction at the
ZP, oolema and ooplasm levels. After 2.5 h coincubation, the ability of human
sperm to bind to the pig ZP was assessed as well as the percentage of acrosome
reaction in the bound sperm. The results showed that a reduced number of
spermatozoa can bind the ZP and such binding induce acrosome reaction in 15 to

58% of spermatozoa depending on the individual sample.

To evaluate the interaction with the oocyte plasma membrane, human sperm
and pig zona-free oocytes were incubated in IVF medium for 20-22 hours. The
sperm were previously capacitated and, in some groups, the acrosome reaction
was induced with follicular fluid, progesterone or calcium ionophore. The results
showed that human spermatozoa are unable to penetrate pig zona-free oocytes
and that pig oocytes are not activated by contact with human sperm, remaining at
Metaphase |l stage. Control groups under the same conditions showed 86-98%

homologous penetration (pig oocytes with pig spermatozoa).

Finally, the interaction between human sperm and pig ooplasm was studied by
ICSI (intracytoplasmic sperm injection). The results showed that human sperm can
develop to male pronucleus when they are injected into pig oocytes and can
activate the oocyte, since female pronucleus was also observed. Moreover, sperm
samples coming from healthy donors were able to produce two cell developmental

stage-zygotes.
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Material y Métodos

Figura 6. Obtencion de ovocitos madurados in vivo. 1) Ovario porcino con puntos de ovulacién
recientes (flechas). 2) Oviducto aislado mostrando la apertura en la ampolla y el istmo (agujas). 3)
Lavado oviductal para la recogida de los ovocitos in vivo recién ovulados (oviductales). 4) Ovario
porcino con foliculos de mas de 10mm (flecha) conteniendo ovocitos madurados in vivo

(foliculares).
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Material y Métodos

Figura 7 Obtencion de fluido oviductal. 1), 2) y 3) Separacion del ovario y diseccion del
oviducto. 4) y 5) Aspiraciéon del fluido oviductal mediante pipeta. 6) Detalle del fluido oviductal

tras la centrifugacién, donde se aprecia el sedimento de células.
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Material y Métodos

Figura 9 Espermatozoides humanos. 1) Muestra de espermatozoides frescos visualizados al
microscopio con Optica Hoffman. 2) Espermatozoides tefiidos con PSA-FITC, observados con
microscopio de fluorescencia, 40X y 3) Espermatozoides tefiidos con PSA-FITC, observados con
microscopio de fluorescencia, 100 X (aceite de inmersién). La flecha indica un espermatozoide con

acrosoma reaccionado, junto a uno con acrosoma intacto.
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Material y Métodos

Figura 11. Digestion de la zona pelucida. 1) Ovocitos con células del cumulus
oophorus. 2) Ovocito después de denudarlo donde se observa la ZP. 3) Ovocito
en proceso de digestion de la ZP, con pronasa al 0’5%. 4) Ovocito sin ZP, tras la

digestion con pronasa.
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Material y Métodos

Figura 12. Evaluacion en microscopio de fluorescencia de los ovocitos fijados (glutaraldehido

0'5%) y tefiidos (Hoechst 33342 1mg/ml). 1) Ovocito en estadio de vesicula germinal (VG). 2)
Ovocito en estadio de metafase donde se pueden apreciar los cromosomas dispuestos en la placa
metafasica (M). 3) Ovocito en estadio de metafase Il donde se pueden apreciar los cromosomas
dispuestos en la placa metafasica (M) y el primer corpusculo polar (CP). 4) Ovocito monospérmico

con dos pronucleos (PN) tras ser fecundado in vitro.
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Material y Métodos

Figura 12 (continuacion). Evaluacién en microscopio de fluorescencia de los ovocitos fijados

(glutaraldehido 0'5%) y tefiidos (Hoechst 33342 1mg/ml). 5) Ovocito polispérmico con tres
pronucleos (PN). 6) Ovocito polispérmico mostrando al menos cinco pronucleos (PN) vy
espermatozoides descondensados (D) en el citoplasma. 7) Ovocito preparado para realizar una
inyeccion intracitoplasmica de espermatozoide (ICSl). Detalle del espermatozoide en la

micropipeta de inyeccion. 8) Ovocito procedente de ICSI mostrando dos pronucleos (PN).
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8. ABREVIATURAS

AC: adenilato ciclasa.

ADAM: “A Disintegrin And a Metalloprotease”.

BSA: albumina sérica bovina (Bovine Serun Albumine).

BTS: Betswille Thawing Solution.

CASA: “Computer assisted sperm analysis”.

CO: cumulus oophorus.

COC’s: complejos cumulus oophorus-ovocito.

CTC: chlortetraciclina

CHO: ‘“cellular hamster ovary”.

DABCO: 1,4-diacibiciclo-octano.

DAG: diacilglicerol.

dbAMPc : dibutiril adenil monofosfato ciclico.

DCFH-DA: 2',7diclorofluoresceina diacetato.

DTSP: di(N-succinimidil)3,3'-ditiodipropionato Dithiobis(succinimidil propionato).
EPV: espacio perivitelino.

FIV: fecundacion in vitro.

FO: fluido oviductal

GABA: acido gamma amino-butirico

Gal T: galactosiltransferasa.

GPI: licosilfosfatidilinositol.

HCG: gonadotropina coridnica humana (Human Corionic Gonadotropin).
HESPA: zona-free hamster egg sperm penetration assay.

HSA: albumina sérica humana (Human Serun Albumine).

ICSI: microinyeccion intracitoplasmatica.

IP;: inositoltrifosfato.

MDC: metalloprotease Disintegrin Cysteine-rich.

MIV: maduracion in vitro.

OCM: medio de recogida de ovocitos (Oocytes Collection Medium).
PBS: tampon fosfato salino de Dulbecco modificado (Phosphate Buffer Saline).

PFF: fluido folicular porcino (Porcine folicular fluid).
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PHE: epinefrina-hipotaruina-penicilamina.

PIP. fosfoinositol bifosfato.

PLA, PLC, PLD: fosfolipasas A, C, y D.

PMSG: gonadotropina corionica de yegua gestante (Pregnant Mare Serum
Gonadotropin).

PNA: Peanut agglutinin

PSA: Pissum sativum agglutinin

PVA: polivinil alcohol.

RA: reaccion acrosémica.

ROS: especies oxigeno reactivas (“reactive oxigen species”).

S: segundos

SFB: suero fetal bovino.

SSF: solucion salina fisioldgica.

SUZI: inyeccidon espermatica subzonal.

TALP: medio de Tyrodes con albumina, lacta y piruvato (Tyrodes Albumin Lactate
Pyruvate).

TDP: tiempo de digestién con pronasa

ZP: zona pelucida.
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