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INTRODUCCION

El espermatozoide de mamiferos recién eyaculado no puede fecundar al ovocito.
Para que adquiera capacidad fecundante ha de sufrir una serie de procesos de tipo
bioguimico (capacitacion) asi como cambios en el patron del movimiento del flagelo
(hiperactivacion) que le permiten al espermatozoide alcanzar la capacidad de sufrir la
reaccidon acrosémica, mediante la cual liberara el contenido del acrosoma para poder
fusionarse con el ovocito (Benoff 1993; De Jonge 1999; Yeagle 1991). En estudios previos
hemos comprobado que calcio y bicarbonato son necesarios para la capacitacion in vitro del
espermatozoide de morueco, mientras que la albumina sérica bovina no parece esencial
(Grasa et al. 2006). Asimismo, hemos demostrado que el incremento artificial de cAMP
produce un aumento significativo de la proporciéon de espermatozoides capacitados (Colas,
James et al. 2008). Sin embargo, en estas condiciones no se logra la hiperactivacion
flagelar. Dado que la cafeina, a alta concentracion, es inductora de la hiperactivacion
flagelar en espermatozoides bovinos (Marquez y Suarez 2007), estudiamos el efecto de
dicho compuesto en espermatozoides ovinos. En esta comunicaciéon describimos un nuevo
protocolo con el cual, mediante alta concentraciéon de cafeina, se inducen simultaneamente
capacitacion e hiperactivacion, determinadas valorando motilidad (mediante un Sistema
Computerizado de Analisis Seminal), integridad de membrana (doble tincién con CFDA/PI),
y estado de capacitacién (tincién con clorotetraciclina, CTC).

MATERIAL Y METODOS

Para la obtenciéon del semen, mediante vagina artificial, se emplearon moruecos
adultos entre 2 y 4 afios, pertenecientes a la Asociacion Nacional de Criadores de Ganado
selecto de la raza Rasa Aragonesa pertenecientes a ANGRA, estabulados en la Facultad de
Veterinaria bajo condiciones nutricionales uniformes. Con el objetivo de eliminar las
diferencias individuales, para cada ensayo, se utiliz6 una mezcla de los segundos
eyaculados de cuatro moruecos. Los experimentos se realizaron manteniendo los animales
con un periodo de abstinencia de dos dias, de acuerdo con estudios previos (Ollero et al.
1996).

La metodologia utilizada para la obtencion de espermatozoides libres de plasma
seminal por un método de swim-up/dextrano, la evaluacion de la viabilidad, y su valoracion
mediante la tincion con CTC, fue la descrita previamente (Perez-Pe et al. 2002). Los
espermatozoides obtenidos mediante swim-up se diluyeron en medio TALP y se incubaron
en condiciones capacitantes, tal y como se describe en (Colas et al. 2008). La muestra
control de la capacitaciéon contenia calcio 3 mM, bicarbonato 25 mM, y BSA 5 mg/ml, y para
inducir la hiperactivacion flagelar se afiadié cafeina10 mM.

La motilidad espermatica se valoré en el transcurso de la incubacion y utilizé un
Sistema Computerizado de Analisis Seminal (PROISER): en un portaobjetos previamente
atemperado se colocé una gota de 6 pl de la dilucién seminal, se cubrié con un cubreobjetos
también atemperado. La visualizacion se realizé con un microscopio de contraste de fase
con platina térmica atemperada a 37°C, conectado a una camara de video, a su vez
conectada a un ordenador con el programa de analisis seminal.

RESULTADOS Y DISCUSION
La Fig. 1 refleja el estado de capacitacién de espermatozoides seleccionados por un
proceso de swim-up/dextrano en condiciones control, asi como en presencia de cafeina 10
mM.
Puede observarse que tras 3 horas de incubaciéon en medio TALP (condiciones
control), una proporcién pequefia aunque significativamente estadistica sufrié capacitacion y
reaccion acrosomica (P<0.001 para los tres estados fisiologicos). La proporcion de
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espermatozoides capacitados y reaccionados aumentoé considerablemente con respecto a la
condicién control (P<0.001 para los tres estados fisioldégicos) en presencia de cafeina 10
mM. El cambio en el patrén de CTC estuvo acompafado por una pérdida significativa de
viabilidad (P<0.001).

El analisis de la motilidad espermatica mediante sistemas computerizados permite
una evaluacion objetiva de una serie de parametros relacionados con la misma, algunos de
los cuales nos permiten caracterizar el tipo de movimiento que muestra la célula
espermatica. La motilidad activada es tipica de espermatozoides eyaculados frescos, y se
caracteriza por ondas simétricas de baja amplitud. Cuyo el espermatozoide llega al lugar de
fertilizacion, su flagelo se mueve con ondas mucho mas profundas y asimétricas, provocyo
asi un movimiento en circulos o en forma de ocho (Yanagimachi 1969; Yanagimachi 1994;
Ho y Suarez 2001; Ishijima et al. 2002). Evidencias actuales sugieren que el papel de la
motilidad activada es la de propulsar al espermatozoide a través del tracto reproductor
femenino hacia el oviducto, mientras que la motilidad hiperactivada tendria otras funciones:
permitir que el espermatozoide atraviese la capa viscoelastica del moco cervical
(Yanagimachi 1994), asi como la penetracion mecanica del cumulus oophorus y la zona
pelucida que rodean al ovocito (Ho y Suarez 2001; Suarez y Dai 1992). Ademas, en aquellas
especies en las que el istmo del oviducto constituye un reservorio de espermatozoides, la
hiperactivacion es importante para la “liberacién” del esperma de de los pliegues y criptas
del epitelio oviductal (Demott and Suarez 1992).

Para la evaluacion de la hiperactivacion, se utilizan habitualmente dos parametros:
ALH, que mide el desplazamiento lateral de la cabeza, y LIN, que expresa linearidad y se
expresa en porcentaje ya que indica la relacion porcentual entre la velocidad rectilinea y la
curvilinea. Las células con un patrén de hiperactivacion presentan trayectorias muy
curvilineas (y por tanto, valores bajos de LIN) y movimientos de cabeza de gran amplitud
(valores elevados de ALH) como consecuencia del movimiento tan frenético del flagelo. La
evolucion de ambos parametros en el transcurso de la incubacién en condiciones control y
en presencia de cafeina 10 mM se muestra en la figura 2, y de ella se deduce que la cafeina
provoca hiperactivacion, siendo significativo el efecto desde el inicio de la incubacion.

En conclusion, describimos un nuevo protocolo con el que es posible inducir
simultdneamente capacitacion (evaluada por la tincion de CTC) e hiperactivacion de
espermatozoides ovinos. En estas condiciones, la hiperactivacion se observa desde el inicio
de la incubacion, siendo maxima en el minuto ocho, momento a partir del cual la
hiperactivacion comienza a suavizarse. Mientras que la linealidad se mantiene en todo
momento por debajo del control, el parametro ALH alcanza los valores control a las dos
horas.
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Fig. 1.- Valoracion con CTC del estado de capacitacion de espermatozoides ovinos tras 3
horas de incubacion en condiciones capacitantes. Porcentaje de no capacitados

(m), capacitados (M) y reaccionados (O) en muestras control o incubadas con cafeina 10
mM. Valores medios (% + SEM; control, n=32; cafeina, n=20). "P<0,001 respecto a
muestras control a 0 h; ***P<0,001 respecto a muestras control a 3 h. Arriba entre
paréntesis, % viables (promedio + SEM).
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Fig. 2.- Evolucion de los parametros de motilidad en el transcurso de la incubacion en
condiciones capacitantes control —o— o en presencia de 10 mM cafeina —s— . Valores
medios (% + SEM; control, n=32; cafeina, n=20). * Indica diferencia significativa respecto del
control.
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REGULATION OF RAM SPERM MOTILITY BY CALCIUM

ABSTRACT: Capacitated sperm display hyperactivated motility, characterized by deep and

asymmetric waves, because of that they swim in circles or in figure-of-eight. Although

capacitation and hyperactivation occurs at the same time, they might be regulated by different

second messengers. Here, we report that caffeine, at a high concentration, can induce strongly

hyperactivation and capacitation in ram sperm, according to motility, viability and CTC parameters.
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