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RESUMEN

Durante el estrés hipotérmico |os espermatozoides de cuy conservan sus patrones de capacitacion espermética,
hiperactivacion, reaccion del acrosomay fecundaciéninvitro El piruvato, componente del medio de cultivo San
Marcos (SM), seria la fuente energética preferencial para mantener la supervivencia espermatica en estrés
hipotérmico prolongado, alo mejor, regulando el metabolismo oxidativo en el espermatozoide. De la misma
manerase condtituiriaen e sustrato ideal delapiruvato deshidrogenasaparainiciar lacapacitacion e hiperactivacion
cuando |os espermatozoides son incubados a 37°C. El imidazol provocareaccion acrosdmicaespontaneaen |os
espermatozoides hiperactivos y permite que estos puedan interaccionar con ovocitos maduros, fecundarlos e
iniciar el desarrollo embrionario temprano hasta blastocisto. La madurez ovocitaria se consiguié cultivando
Complegos Ovocito-Cumulo (COCs) en el medio North Carolina State University 23 (NCSU-23), usado por
primeravez paracuy.

En este trabajo se demuestra que la hipotermia prolongada a 5°C en un medio quimicamente definido, SM, no
afectal os procesos espermaéti cos fundamental es parala adquisicion de la capacidad fértil del espermatozoide de

cuy.

Palabras claves: Estrés hipotérmico, hiperactivacion, reaccion del acrosoma. blastocisto

SUMMARY

During hypothermic stress, guinea pig sperm retain their of sperm capacitation, hiperactivation, acrosome
reaction and in vitro fertilization patterns. The pyruvate, a component of San Marcos (SM) culture medium,
would be the preferred energy source to keep the sperm survival prolonged stress hypothermic, perhaps by
regulating the oxidative metabolism in the spermatozoon. In the same way would constitute theideal substrate
for the pyruvate dehydrogenase regul ates to sperm capacitation and hiperactivation when sperm are incubated
at 37 ° C. The imidazole causes spontaneous acrosome reaction in the hyperactived sperm and allows them to
interact with mature oocytes, fertilized and begin start early embryonic devel opment to blastocyst.

Mature oocyte was achieved by cultivating Cumulus-Oocyte complexes (COCs) in the North Carolina State
University 23 (NCSU-23), used for thefirst timein guineapig.

Inthiswork demonstratesthat the prolonged hypothermiaat 5 ° Cin achemically defined, medium SM, does not
affect sperm fundamental processes for the acquisition of the capacity of fertile sperm of guinea pig.
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INTRODUCCION

El espermatozoide de mamifero parafusionarse con
el ovocito necesita de cambios morfologicos y
fisiolégicos conocidos como capacitacion,
hiperactivacion y reaccién del acrosoma.
Lacapacitacioninvivo, tienelugar en el tracto genital
de lahembray se acepta que es la fase o las fases
gue promueve alteraciones en los patrones de
motilidad «hiperactivacién» (Yanagimachi, 1988;
Frasser, 1977) y precede alareaccion del acrosoma
(Bedford, 1970). Esta comprobado que no todas las
células de una poblacion espermatica inician la
reaccion del acrosomadespuésde unainduccion, esta
solo ocurre en los espermatozoides hiperactivos
(Yanagimachi, 1994).

La capacitacion espermética, la hiperactivaciony la
reaccion del acrosoma pueden lograrse in vitro
utilizando medios de cultivo adecuados, quimicamente
definidos o semidefinidos. Un sstemade cultivo puede
denominarse «medio quimicamente definidox» cuando
en su composicion solo se encuentra sustancias
guimicamente puras sin fluidos biol 6gicosy ademas
contener alguin producto bioldgico purificado como
albimina séricade bovino (Biggerset a. 1971). Sin
embargo algunas veces es necesario agregar fluidos
biol6gicos para estudiar la sensibilidad y los
requerimientos necesarios para los complejos
mecani smos que ocurren desde lafecundacién hasta
el desarrollo embrionario temprano en mamiferos,
denominandose, entonces, sistemas de cultivo semi-
definidos (Van Thuan et al.. 2002).

La capacitaciéon y reaccion del acrosoma pueden
lograrse en medios quimicamente definidos (Jaiswal
et al., 1998). Al respecto, se han encontrado
espermatozoidesde cuy hiperactivosen € medio San
Marcos (SM) que contiene 22,3 mM de piruvato de
sodio (Gonzales-Figueroa, 1988).

Las hembras de los mamiferos tienen ovarios
bifuncionales que cumplen una funcién exocrina
cuando liberan ovocitos y una endocrina cuando
producen: estrégenos, progesterona, inhibina y
activina. El crecimiento folicular tiene un control
intraovarico y otro gonadotréfico, regulados por
sefides paracrinas y endocrinas (Manikkan et al..
2002). Losovocitosy las céulas foliculares forman
una unidad estructural y funcional denominada
complejo cimulo-ovocito (COC).

El estrés hipotérmico, consiste en colocar caudas de
epididimos de cuy sumergidas en e medio SM a
temperaturasentre4-6°C por variosdias (Gonzal es-
Figueroa, 1988).

Se ha reportando que € uso de sistemas de cultivo
definidosinvitro, permiten un mejor esclarecimiento
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de los mecanismos moleculares que promueven o
inhiben el desarrollo embrionario. Sustancias como
aminoacidos, sustratos energéticos, citrato'y vitaminas
pueden tener unainfluenciadecisivaen el desarrollo
embrionario (Keskintepe & Brackett, 1996).

En e presente trabajo se relaciona la permanencia
prolongada de espermatozoi des epididimarios de cuy
en estrés hipotérmico con lacapacitacion espermética,
reaccion del acrosomay fecundacion in vitro en €l
medio San Marcos (SM).

MATERIALES Y METODOS

Colecta del material biol6gico

Las caudas de epididimo y los ovarios de cuy fueron
obtenidos de animal es sacrificados parael consumo
humano en el mercado mayoristade Lima.
Supervivencia espermatica en cauda de
epididimos mantenidas en estrés hipotérmico
Las caudas de epididimo seleccionadas fueron
colocadas en tubos de polipropileno que contenian 30
ml de medio SM, cubriéndose la superficie del tubo
con una capa de aceite mineral. Cada tubo contenia
4 caudas, que se mantuvieron entre 4 a 6°C, siendo
el medio renovado cada 48 horas.

Paraverificar lasupervivenciadelos espermatozoides
se extraiaen tiempos diferentes de estrés hipotérmico
unacauda. Con unatijerade puntafina se disectaba
laparte distal delacaudaqgue eracolocadaen 200 ul
de medio SM en un disco de cultivo Falcon. Con la
ayudadepinzasde puntafinaeratrozadaparafacilitar
la salida de los espermatozoides, formandose una
«suspension patron». El movimiento masal de los
espermatozoides en la «suspensi n patrén» observado
a través de un microscopio estereoscopico, nos
indicabala supervivencia espermética.

Capacitacion espermaética

A partir de la «suspensién patron» se hacia una
dilucion cuya concentracion final tenia 10°
espermatozoides/l. Seprepararon microgotasde 100
pl de medio SM cubiertas de aceite mineral. Estas
eran temperadas a 37° C entre 15 a 20 minutos antes
de agregarle 10 pl de la dilucion espermatica, para
luego ser incubadas a 37° C entrel a 2 horas. Al
término del periodo deincubacion se contaba, através
de un microscopio compuesto de campo claro, 100
espermatozoideslibres, determinandose € nimero de
espermatozoi des hi peractivos que tenian movimientos
rapidosy €l batimiento del flagelo asincrénico.

Evaluacion de la reaccién del acrosoma

Al término de 60 minutos de incubacién, se agregé a
la microgota, que contenia espermatozoides
hiperactivos, 10 pl deunasolucion deimidazol (5mM),
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paraincubarse nuevamente. Entrelos 15y 30 minutos
de incubacion, se evallto el numero de
espermatozoides reaccionados. Sélo en los
espermatozoides recién obtenidos (control) la
reaccion del acrosoma se logré después de 2 horas
de capacitacion.

Recuperacién y seleccion de ovocitos

Se utilizaron ovariosde hembrasde cuy deloscuales
se recuperaron los complejos cumulo-ovocito
(COCs) medianteel método de cortestransversales.
Utilizando una jeringa hipodérmica de 10 ml y una
agujade 21G seaspiré los folicul os que tenian entre
4 - 6 mm de didmetro, los que fueron colocados en
un tubo de polipropileno (50 ml) mantenido a una
temperatura de 37° C en bafio Maria. Luego de 10
minutos de reposo, se extrajo el sedimento del fondo
del tubo llevandolo a una placa Petri, alaque sele
agreg6 25 mM Hepes-buffer TCM-199 (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) . Paralasgleccidn
de los COCs se tomaron en cuenta indicadores
morfol6gicos del cumulo: niumero de capas,
compactacion y transparencia, y del citoplasma del
ovocito, el color (densidad) y el tamafio de los
grénulos.

Maduracion in vitro de los COCs

Como medio de maduracién seutilizd el (NCSU-23;
North Carolina State University 23) (Pettersy Wells,
1993) suplementado con 0.57 mM de cisteina, 10%
fluido folicular porcino, 10 IU/ml de gonadotropina
corionicaequina, 10 IU/ml de gonadotropinacorionica
humana y 50 pug/ml sulfato de gentamicina (Sigma)
las que fueron colocadas en placas cubiertas con
aceitemineral e incubadas por 12 - 14 horasa39°C
con 5% CO,, 90% humedad. Transcurrido este
tiempo, |os ovocitos se col ocaron en € mismo medio
libre de hormonas por un periodo adicional de 10-12
horas.

Al término del cultivo de maduracién, lascélulasdel
cumul o fueron separadas empleando un vortex por 4
minutos en una solucion buffer fosfato PBS
(Dulbecco’s) sin Ca2'y Mg?* con hialuronidasa(0,1%
)colocandolos después en € medio TCM-199 con
buffer Hepes (25mM). En este medio fueron
seleccionados aquellos ovocitos maduros, que
presentaron €l primer corpusculo polar

Fecundacion in vitro.

Al medio que contenia los ovocitos maduros, se les
agregd 10 ul del cultivo de espermatozoides con
reaccion del acrosoma. Seincubaron entre 24y 120
horas a 39°C con 5% CO, y 90% de humedad

Pruebas estadisticas

Se emplearon las pruebas estadisticas de andlisis de
varianza (ANOVA) para comparar si los patrones
de capacitacion esperméticay reaccion del acrosoma
son significativamente distintos en los diferentes
momentosdel estréshipotérmicoy lapruebade Tukey
por medio de la cua se realiz6 una comparacion de
losgrupos por pares, paraestablecer cual grupo marca
ladiferencia.

RESULTADOS

Hiperactivacion y reaccién del acrosoma

Los espermatozoides que permanecieron en estrés
hipotérmico entre 24 a 264 horas, adquirian el estado
capacitado y perdian su acrosoma cuando fueron
incubados a 37° C. En el cuadro N° 1 se puede
observar que no existe diferencia significativa, en
cuanto a hiperactivacion entre los espermatozoides
que permanecieron hasta 120 horas en estrés
hipotérmico, sin embargo esta diferencia se aprecia
en los que estuvieron por 264 horas en hipotermia.
Con respecto al tiempo deinicio delahiperactivacion,
los espermatozoides recién extraidos de la cauda
demoran 2 horas mientras | os que permanecieron en
estréshipotérmico, lologran alos6° minutosdel inicio
delaincubacion a37° C.

En e cuadro N°2, se presentan los porcentgjes de
reaccion del acrosoma a través del tiempo de
permanenciaen hipotermia. Lareaccion del acrosoma
se evallio 30 minutos después de agregar imidazol
5mM a las microgotas de espermatozoides
hiperactivos. Como se puede apreciar, €l lareaccion
del acrosomaes muy similar alas 24 hrs. (67,20 %),
72 hrs (66.88%) y 120 hrs.(66,80%) en estrés
hipotérmico, sin embargo existe unadisminucion de
reaccion del acrosoma (47.90 %) enlosque estuvieron
por 264 horas a bagja temperatura.

Maduracion de ovocitos

Los tipos de COCs seleccionados de ovarios de
hembra fueron madurados por 13 horasen el NCSU
23 con hormonasy después 12 horasen el medio sin
hormonas. Se utilizaron 283 COCsy se observé la
expansion del cimulo s6lo en 158 (55.8%). La
expansion del cimulo es € indicador morfol 6gico de
maduracion.

Fecundacion in vitro

Espermatozoides sin acrosoma se agregaron a los
ovocitoscon cumulo expandido y despuésde 24 horas
se verificabala presencia de embrion de 2-célulasy
alas 120 horas si se habia formado blastocistos .
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Se fecundaron ovocitos con espermatozoides que no
habian permanecido en hipotermia y con
espermatozoides de 72 y 120 horas de hipotermia.
En cada caso se utilizaron 50 ovocitos. En la tabla
N°1 se muestran losresultados preliminares obtenidos
donde se puede apreciar que €l estrés hipotérmico
no es un factor limitante de la fecundacion ni del
desarrollo embrionario temprano en cuy.

DISCUSION

En el presente trabajo se demuestra que los
espermatozoides epididimarios de cuy en estrés
hi potérmi co adquieren capacidad fértil hasta264 horas
inclusiveen el medio SM, enrelacion alosmediosde
cultivo que contienen entre 0.25 a 0.33 mM de
piruvato enloscuaesel tiempo méximo de viabilidad
alcanza solo a 120 horas (Gonzales Figueroa, 1988).
Esto sugiere que € piruvato, en una concentracion
elevada (22,3 mM), seria la fuente energética
preferidaparamantener lasupervivenciaespermatica
en estrés hipotérmico. Conjuntamente con las
sustancias que se encuentran en el fluido delacauda
del epididimo queinhiben capacitacidny reaccion del
acrosoma cuando | os espermatozoides se encuentran
almacenados en la cauda (Bavister et al., 1978).

L os espermatozoides cuando abandonan €l testiculo,
lo hacen morfol 6gicamente completos, pero no
funcionalmente (Austin, 1952). Lafuncionalidad total
se adquiere en €l transito por el epididimo y por €
tracto reproductor de la hembra o mediante la
capacitacion espermatica in vitro. Durante la
capacitacion ocurren cambios en los patrones de
batimiento del flagelo espermético, fendmeno
conocido como hiperactivacion (Yanagimachi, 1969).
El aumento de la motilidad de los espermatozoides
hiperactivos presumiblemente les ayudaasuperar la
barreradelamucosadel tracto reproductivo femenino
y es crucial para lograr la fecundacién de los
gametos. Durantelacapacitacion | os espermatozoides
experimentan una pérdida de colesterol de la
membrana, probablemente desde un microdominio de
membrana (glicoesfingolipido, colesterol y proteina),
gue asociadaal ingreso de bicarbonato de sodio desde
el medio (aparato reproductor femenino o su
equivalente in vitro) generan la activacion de un
mecanismo original de transduccién de sefiales Esta
viaconduce afosforilacion deresiduosdetirosinaen
proteinas especificas ricas en este aminoécido
(Boarelli et al, 2007). Esinteresante tener en cuenta
gue apartir de las 24 horas de estrés hipotérmico, la
capacitacion espermética selogra 60 minutos después
del inicio delaincubaciona37°C, enrelacionalas?2
horas que demora este proceso en los
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espermatozoides recién obtenidos del epididimo. Esto
podria deberse a la formacion de microdominios
lipidicos, provocado por el estrés hipotérmico, pero
gue no compromete la integridad funciona de los
espermatozoides. Losval ores de hiperactivacion entre
24 a 120 horas en estrés hipotérmico son similares
con respecto a los espermatozoides de 264 horas
donde se evidenciaunabgjaporcentual significativa
de hiperactivacion.

Existen proteinas fosforiladas en tirosina como la
piruvato deshidrogenasa A2 (PDHA2) que es
requerida para la hiperactivacion y la reaccion del
acrosoma en espermatozoides de hamster (Kunar et
al., 2008) y otra, ladihidrolipoil deshidrogenasa(DLD)
gue se mantiene fosforilada en tirosina durante la
capacitacion de espermatozoides de mamiferos
(Mitra &. Shivaji, 2004). La presencia de estas
enzimas, servirian para regular la oxidacion del
piruvato, y de estaformaprovocar lahiperactivacion
en el medio SM (22.3 mM de piruvato). A juzgar por
nuestros resultados estas enzimas no se deterioran
durante la permanencia de |os espermatozoides de
cuy en estrés hipotérmico, puesto que los
espermatozoides de 24 horas y los de 264 horas
mantienen |os patrones de hiperactivaciony reaccion
del acrosoma.

S6lo los espermatozoides hiperactivos inician la
reaccion del acrosoma inducida por el imidazol
presente en el medio de cultivo. Existen evidencias
gue algunas sustancias como € hicarbonato de sodio,
promueven la reaccidn acrosdmica esponténea en
espermatozoides de hamster (Boatman & Robbins,
1991), es probable que el imidazol, seaun regulador
del pH del medio decultivoy lavariacién de pH sea
una de las causas de la reaccion acrosomal, pero no
se puede descartar que el imidazol pueda provocar,
también, laformacion demicrodominioslipidicosque
facilitarian laexocitosis acrosomica.

El desarrollo embrionario esta influenciado
directamente por mecanismos que ocurren durante
la maduracion del ovocito. Si bien es cierto que
muchos ovocitosinmaduros son capaces de compl etar
la meiosis in vitro, sdlo un pequefio porcentaje de
ellos adquieren una correcta competencia de
desarrollo, para continuar hasta el estado de
blastocisto. Los ovocitos recolectados de ovarios
procedentes de mataderos son una fuente
extremadamente heterogéneaen términos de calidad
y competencia de desarrollo (Brackett & Zuelke,
1993). Delos 283 COCs de cuy seleccionados 158
(55.8%) maduraron en el medio NCSU 23
expandiendo el cimulo, indicador importante de la
capacidad de competenciaovocitaria (Krisher, 2004).
Es interesante mencionar que es la primera vez que
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seusaestemedio de cultivo paramadurar con relativo
éxito ovocitos de cuy.

La eficiencia del medio de maduracién ovocitaria,
sirvio para comprobar que los espermatozoides que
sobreviven en estrés hipotérmico prolongado, son
capaces de fecundar ovocitos maduros y ademas
iniciar el desarrollo embrionario hasta €l estado de
blastocisto.

Se puede afirmar que sistemas de cultivo
quimicamente definidos, como & medio SM, permiten
que los espermatozoides de cuy sobrevivan en estrés
hipotérmico sin aterar su capacidad fértil.
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Cuadro 1. ESPERMATOZOIDES HIPERACTIVOS EN ESTRES HIPOTERMICO

% hiperactives
8
3

40,00

T T L] T
24 horas 72 horas 120 horas 264 horas

tiempo en estrés hipotérmico

Cuadro 2. REACCION DEL ACROSONA EN ESPERMATOZOIDES DE CUY EN ESTRES
HIPOTERMICO.

80,00

70,00

60,00

% Reaccion del acrosoma

50,004

40,00

I I | T
24 hrs. 72 hrs. 120 hrs. 264 hrs.

tiempo en estrés hipotermico
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Tabla 1. Embriones obtenidos in vitro con espermatozoides que permanecieron en estrés

hipotérmico
Tiempo en estrés hipotérmico NuUmero de ovocitos maduros 2-cdulas blastocisto
Control (0 hrs) 50 31 (62 %) 19 (38.0 %)
72hrs 50 23 (46 %) 15 (30.0 %)
120 hrs 50 19(38%) 17 (34.0%)
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