Reproduccién 2013;6:97-103

Articulo original

Determinacién del efecto de la temperatura en la reaccion acrosomal
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RESUMEN

Antecedentes: la capacitacion espermatica es un proceso de-
pendiente del calcio y se relaciona con una cascada de cambios
bioguimicos. El espermatozoide, ya capacitado, puede responder
a los receptores de la zona pelicida e incrementar aun mas la
concentracion de calcio intracelular y con altas concentraciones
de progesterona en el aparato genital femenino se induce la
reaccion acrosomal.

Objetivo: determinar el efecto de la temperatura de incubacion
en la reaccion acrosomal espontanea en muestras seminales
capacitadas previas a procedimientos de reproduccion asistida.
Material y método: estudio prospectivo con muestras de semen
obtenidas de 10 pacientes normoespérmicos con tres a seis dias
de abstinencia sexual; se uso el marcador 6ptico fluorescente fura
ff-AM que permite detectar el incremento de calcio intracelular.
Cada muestra se dividié en dos fracciones iguales: muestras ca-
pacitadas incubadas a temperatura ambiente (25°C) y muestras
capacitadas incubadas a 37°C.

Resultados: no hubo diferencia significativa en la tasa de reac-
cién acrosomal espontanea entre muestras seminales capacita-
das mantenidas a temperatura ambiente y las incubadas a 37°C,
aun después de cuatro horas de la capacitacion; sin embargo, la
reaccion acrosomal espontanea tendié levemente a ser mayor
en muestras incubadas a 37°C, porque después de la adicion
de progesterona, el influjo de calcio fue menor.

Conclusiones: si bien la temperatura es importante para la
capacitacion espermatica, no lo es para la reaccion acrosomal,
de manera que los espermatozoides mantenidos a 25°C tienen
la misma probabilidad de realizar una reacciéon acrosomal que
los incubados a 37°C.
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ABSTRACT

Background: Sperm capacitation is a calcium dependent-
process and is related to a cascade of biochemical changes.
Capacitated sperm may respond to receptors of zona pellucida
and increase even more the intracellular calcium level and with
high levels of progesterone in the female genital tract acrosomal
reaction is induced.

Objective: To determine the effect of incubation temperature
on the spontaneous acrosomal reaction in capacitated seminal
samples before assisted reproduction procedures.

Material and method: A prospective study was done with se-
men samples obtained from 10 normosperm patients with three
to six days of sexual abstinence; fura ff-AM fluorescent optical
marker was used, which is able to detect the increased intracel-
lular calcium. Each sample was divided into two equal fractions:
capacitated samples incubated at environment temperature
(25°C) and capacitated samples incubated at 37°C.

Results: There was no significant difference in the spontaneous
acrosomal reaction rate between capacitated seminal samples
maintained at environment temperature and those incubated at
37°C, even after four hours of capacitation; however, spontane-
ous acrosomal reaction tended slightly to be higher in samples
incubated at 37°C, because after progesterone addition, calcium
influx was lower.

Conclusions: Even though temperature is important for sperm
capacitation, it is not for acrosomal reaction; thus sperm main-
tained at 25°C have the same probability to do an acrosomal
reaction that those incubated at 37°C.
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n el espermatozoide humano, la modulacion

de la concentracion del calcio intracelular

([Ca*1]i) es fundamental para entender los

mecanismos implicados en la fisiologia del
espermatozoide, como la capacitacion espermatica y la
reaccion acrosomal.!

La capacitacion espermatica es un proceso depen-
diente del calcio y esta relacionado con una cascada
de cambios bioquimicos: incremento en el contenido
de AMPc (adenosin-monofosfato-ciclico), consecuente
activacion de la proteina cinasa A (PKA) e incremento de
la actividad de la proteina tirosina cinasa (PTK). Durante
el proceso también hay una pequefia, pero consistente
alcalinizacion del pH intracelular de ~0.14 unidades
y elevacion de la concentracion de calcio intracelular
(Figura 1).23

Una vez capacitado el espermatozoide, es capaz de
responder a los receptores de la ZP3 (zona pelucida) e
incrementar aun mas la concentracion de calcio intrace-
lular y con altas concentraciones de progesterona en el
aparato genital femenino, consecuentemente se induce
la reaccidén acrosomal; proceso que permite al esper-
matozoide cruzar la zona peltcida, fusionarse con el
oolema del ovocito y liberar su contenido al citoplasma;
las mitocondrias y el flagelo seran degradados, mientras
que el resto de los componentes tendran una importante
funcion en la concepcion (Figura 2).24

La capacitacion espermatica se realiza in vitro, bajo
protocolos establecidos, que incluyen la incubacion de
los espermatozoides capacitados a temperatura corporal,
previa a los procedimientos de reproduccion asistida.
Diferentes estudios demuestran que la temperatura de
incubacion en muestras capacitadas tiene un efecto
modulador en la movilidad espermatica y en la reaccion
acrosomal espontanea,®!? que ocurre en el hamster entre
30 y 60%, en ratones en 30 a 35%'*!" y en 20 a 25% en
humanos. '

Una reaccion acrosomal prematura en esperma-
tozoides capacitados compromete su capacidad para
reconocer la zona peltcida con pérdida de su movilidad
y viabilidad y, por tanto, de fertilizacion. Sin embargo,
el efecto de la temperatura de incubacion en la reaccion
acrosomal espontanea en espermatozoides humanos ca-
pacitados esta poco estudiado desde el punto de vista de
lamodulacion de la concentracion del calcio intracelular.

Se sabe que en los mecanismos de entrada de calcio
(Ca?") inducidos por la zona peltcida se produce un flujo
i6nico que provoca una despolarizacion y un pico de
calcio en milisegundos en espermatozoides capacitados
y, consecuentemente, en la apertura de canales de calcio
dependientes de voltaje tipo T (CCDV-T).!*1

Estos canales se detectaron en espermatozoides
incubados con el marcador 6ptico fura 2, en los que se
observé un incremento en el calcio intracelular inducido
por la despolarizacién con potasio.!® Estos canales se
inactivan en 90 segundos en un medio sin calcio,' se
estimulan al alcalinizar el pH intracelular'® y durante la
capacitacion espermatica.'’

MATERIAL Y METODO

Estudio prospectivo con muestras de semen de 10
pacientes normoespérmicos con tres a seis dias de
abstinencia sexual, obtenidas, bajo consentimiento
informado, en el Centro Especializado en Esterilidad
y Reproduccion Humana del Hospital Angeles en la
Ciudad de México.

Se utilizo el marcador dptico fluorescente fura ff-AM,
que permite detectar el incremento de calcio intracelular
y reactivos de Sigma-Aldrich; se us6 un medio para es-
perma humano con buffer de Hepes (H-HSM), disefiado
por Suarez y colaboradores.*

Purificacién de las muestras, carga con el marcador
fluorescente y capacitacion
La obtencion de espermatozoides se realizd por medio
de la técnica de Percoll (75/50% en 150 mM NaCl+10
mM Hepes pH 7.4, H-HSM), de acuerdo con Suarez y
colaboradores,* con algunas modificaciones establecidas
en el laboratorio de biomembranas del Departamento
de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la
UNAM.'® Cada muestra se dividio en dos fracciones
iguales: @) muestras capacitadas incubadas a temperatura
ambiente (25°C) y b) muestras capacitadas incubadas
a 37°C. Para cada grupo se realizaron tres mediciones:
basal (control), dos horas poscapacitacion y cuatro horas
poscapacitacion.

Para las mediciones del calcio intracelular, las mues-
tras se incubaron con 5 uM de fura ffen 1 mL de medio
H-HSM, a temperatura ambiente y a 37°C durante 40
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Figura 1. En la capacitacion espermatica inicialmente existe un eflujo de colesterol de la membrana plasmatica en presencia de
albumina que permite la entrada de calcio y HCO,, que estimula la adelinato ciclasa soluble elevando las concentraciones de ATP,
mismas que por medio de fosfodiesterasas aumentan las concentraciones de AMP ciclico que a su vez estimulan a una proteina
cinasa A, y ésta, a una proteina tirosina cinasa. Modificada de la referencia 2.

minutos. Las muestras se lavaron por centrifugacion y
el botdn celular se resuspendi6 con 3 mL de medio H-
HSM, a temperatura ambiente y a 37°C para cada grupo,
respectivamente.

Para medir el pH intracelular, los espermatozoides
ya cargados con fura ff también se cargaron con 1 uM
BCECF-AM durante 30 minutos, adicionado junto con
fura ff~AM 10 minutos antes de terminar el tiempo de
incubacion.

Estudio del influjo de calcio dependiente del voltaje
Las muestras incubadas con fura ff se colocaron en una
celdilla optica, en donde las condiciones de temperatura se
mantuvieron de la misma manera: a temperatura ambiente

y a37°C. Bajo constante agitacion magnética y un minuto
después de iniciado el registro de fluorescencia, 4 uM de
progesterona, concentracion similar a la encontrada en
las células del caimulo, fueron adicionados y el registro
se observd durante mas de un minuto; esto se realizd en
ambas condiciones de temperatura, excepto el control.
La fluorescencia se midié en un fluorometro PTI
(Photon Technology International), con un filtro de inter-
ferencia dptica de 488 nm, excitandose alternativamente
a 340 y 380 nm. La diferencia de estos intervalos se
convirtié a concentracion de calcio intracelular, usando
la ecuacion de Grynkievicz,?® con una Kd=5.5 pM.
Asimismo, la fluorescencia de los espermatozoides
cargados con BCECF se detectd a 550 nm, excitandose
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Figura 2. Modelo de los mecanismos de movilizacion de calcio
que se propone dispara la zona pellcida durante la reaccion
acrosomal. La zona pelucida produce un incremento de calcio
debido a dos fenémenos en paralelo: uno rapido, que activa
un receptor que produce la despolarizacion de la membrana
(AVm), que abre los canales de calcio dependientes de voltaje
tipo T (Ca** ,,), elevando transitoriamente la concentracion de
calcio intracelular. Al mismo tiempo, la zona pelicida se une a
un receptor acoplado a la proteina Gq, via PLC, produciendo
inositol trifosfato. Este, junto con el calcio elevado, producto de
la activacion del canal T, activan los receptores a inositol trifosfato
(IP3R) de la membrana del acrosoma, vaciando su contenido
de calcio al citosol. Consecuentemente, se activan los canales
operados por depositos intracelulares de calcio en la membrana
plasmatica, produciendo una entrada secundaria y sostenida
de calcio intracelular, con lo que realiza la reacciéon acrosomal
Modificada de la referencia 5.

alternadamente entre 500 y 439 nm. Los radios 500/439
se analizaron con el programa Felix del PTI para con-
vertir los valores obtenidos a valores de pH.

Anadlisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio + error
estandar y se analizaron con prueba t de Student.
Valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente
significativos.

RESULTADOS

El efecto de la temperatura en la concentracion de calcio
intracelular a través de los canales de calcio dependientes
de voltaje en espermatozoides poscapacitados incubados

a25y37°C, acero, dos y cuatro horas, estimulados con
4 uM de progesterona se muestra en la Figura 3.

Los espermatozoides poscapacitados incubados a
25°C tuvieron un ligero aumento, aunque estadistica-
mente no significativo, en el influjo de la concentracion
de calcio intracelular, en comparacion con los esperma-
tozoides incubados a 37°C; esta condicion se mantuvo
en los registros realizados a las dos horas (1.02 = 0.9
vs 1.15 £ 0.88) y a las cuatro horas (1.5 £ 1.1 vs 1.6 =
0.85) poscapacitacion. Sélo se realizé un registro inicial
(control) para ambas condiciones.

Debido a que los canales de calcio son muy sensibles
al pH intracelular durante la reaccion acrosomal, éste
se valord en cada condicion. Se observé (Figura 4) que
la adicion de progesterona eleva el pH intracelular en
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Figura 3. Incremento de calcio inducido con progesterona en
espermatozoides humanos. Los espermatozoides se incubaron
durante dos y cuatro horas poscapacitacion a temperatura am-
biente (25°C) y a 37°C. Los registros son representativos de 10
muestras diferentes de semen.
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Figura 4. Efecto de la temperatura en el pH intracelular en
espermatozoides humanos. Los espermatozoides humanos se
incubaron a 25y a 37°C, dos y cuatro horas poscapacitacion y
después de dos minutos de iniciado el registro se estimularon
con 4 uM de progesterona.
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muestras poscapacitadas incubadas dos horas a 25°C, de
6.85 2 6.90, y a las cuatro horas, de 7.9 a 7.13. A 37°C
de 6.93 2 6.99 a dos horas y a cuatro horas de 7.9 a 7.24.
Si bien las diferencias tampoco son estadisticamente
significativas, seflalan que conforme aumenta el tiem-
po, mayor es el valor del pH intracelular obtenido, ya
sea a 25 o a 37°C. Es decir, al incrementarse el tiempo
de incubacion, cada vez mas espermatozoides podrian
realizar reaccion acrosomal espontanea, por lo que se
alcaliniza mas el medio, pero no en el control.

En términos estadisticos, al normalizar el control, la
incubacion a temperatura ambiente (25°C) promueve de
manera eficiente los mecanismos celulares implicados
en la capacitacion espermatica y en la concentracion de
calcio intracelular, con similitud a los espermatozoides
incubados a 37°C (8.3 £ 0.4 vs 8.4 + 0.0.5); esto es,
cuatro horas poscapacitacion (Figura 5).

Si estos tratamientos se comparan con el control,
esto es, el registro inmediatamente al salir la muestra
de capacitar, si se observan diferencias significativas en
la concentracion de calcio intracelular, lo que confirma
que a medida que aumenta el tiempo de incubacion de
una muestra poscapacitada, independientemente de
la temperatura a la que se mantenga, habra un influjo
mayor de calcio.
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Figura 5. Cambio fraccional de la concentracién de calcio intra-
celular [Ca?i inducido con progesterona en espermatozoides
humanos. Espermatozoides no capacitados (CNT) y capacitados
durante cuatro horas a temperatura ambiente (25°C) y a 37°C,
donde el valor del control es de 0.81 yM=1. Podemos observar
que el incremento en los incubados a 25°C, en comparacion
con el control, fue de 8.4 veces, mientras que en los incubados
a 37°C fue de 8.3 veces. *p 0.05, n=10.

DISCUSION

La movilidad espermatica en muestras capacitadas
es significativamente dependiente de la temperatura
de incubacion. Con el sistema CASA se encontrd que
los espermatozoides incubados cuatro horas a 20°C
fueron incapaces de tener hiperactivacién y mostraron
diferentes parametros de movilidad cuando se com-
pararon con espermatozoides capacitados a 37°C;
sin embargo, hay que recordar que la capacitacion
espermatica es un proceso reversible que se realiza
durante un periodo largo (una a cuatro horas), en
donde las muestras pueden ser lavadas con medio
de cultivo nuevo o simplemente incrementar la tem-
peratura de incubacién para aumentar la movilidad
nuevamente. Por el contrario, la reaccién acrosomal
es un proceso irreversible y rapido (segundos), en el
que el espermatozoide puede perder totalmente su
movilidad y viabilidad.

De lo anterior surge la inquietud de hacer este es-
tudio, porque hay veces que por cuestiones ajenas, en
procedimientos de reproduccion asistida (por ejemplo,
inseminacion intrauterina), ésta se retrasa y se realiza
incluso cinco horas después de la capacitacion, lo que
hace cuestionarnos si la incubacion de la muestra semi-
nal a 37°C aumenta o no la tasa de reaccion acrosomal
espontanea reduciendo con ello la posibilidad de la unién
ovulo-espermatozoide.

En la bibliografia existen muy pocos estudios que
describen el efecto de la temperatura en la reaccion
acrosomal espontanea medida desde el punto de vista
de la modulacion de las concentraciones de calcio in-
tracelular.”

Los resultados comunicados en este estudio mues-
tran que no existe diferencia significativa en la tasa de
reaccion acrosomal espontanea entre muestras semina-
les capacitadas mantenidas a temperatura ambiente y
muestras capacitadas incubadas a 37°C, aun después
de cuatro horas poscapacitacion. Sin embargo, hay una
ligera tendencia a ser mayor en muestras incubadas a
37°C, porque después de la adicidon de progesterona, el
influjo de calcio es menor; es decir, hubo una poblacion
de espermatozoides que llevaron a cabo la reaccion acro-
somal espontanea y los restantes la realizaron después
de la induccion con esta hormona.
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Lo anterior se ejemplifica muy bien en el efecto en el
pH intracelular, porque los espermatozoides capacitados
incubados a 37°C registraron mayor alcalinizacion —dada
por la liberacion de calcio intracelular por la reaccion
acrosomal espontanea— que los espermatozoides man-
tenidos a temperatura ambiente.

Tocanne y colaboradores® en 1989 mencionaron que
se requiere la temperatura de incubacion adecuada para
la expresion de la capacidad de fertilizacion de los es-
permatozoides humanos in vitro; sin embargo, al estudiar
de manera indirecta la reaccién acrosomal espontanea
por induccién de progesterona, demostramos que a 25°C
hay un influjo de calcio similar al que se observa cuando
se capacitan los espermatozoides a 36°C (Figura 1).

Lo anterior nos lleva a discutir que si bien la tempe-
ratura es importante para la capacitacion espermatica,
no lo es para la reaccidon acrosomal, de manera que los
espermatozoides mantenidos a 25°C tendran la misma
probabilidad de realizar una reaccion acrosomal que los
incubados a 37°C. Sin embargo, Green®* demostr6 en
1999 una diferencia significativa de reaccion acroso-
mal espontanea entre espermatozoides hiperactivados
y espermatozoides no hiperactivados sugiriendo que
los espermatozoides hiperactivados son mas propensos
a realizar reaccion acrosomal espontanea que los no
hiperactivados. De acuerdo con nuestros resultados, si
tenemos en cuenta que los espermatozoides incubados
a 37°C tienen mayor movilidad que los mantenidos a
25°C, los hallazgos fueron similares, pero nosotros no
encontramos diferencia significativa.

Los hallazgos de este estudio también son similares
a los reportados por Marin-Briggiler y su grupo,*' quie-
nes reportaron que a 20°C los espermatozoides tenian
bajos porcentajes de reaccion acrosomal espontanea.
De manera que las muestras podrian ser transportadas
y mantenidas a esta temperatura en inseminaciones
retrasadas, asi como en reinseminaciones. Asimismo,
sugieren que esta incubacion a 20°C también puede be-
neficiar a los pacientes con factores capacitantes rapidos,
cuyos espermatozoides se distinguen por capacitarse
rapidamente.

Harper,?? al estudiar el proceso de exocitosis in vivo,
propuso que la reaccioén acrosomal espontanea se asocia
con muerte celular o es un mecanismo selectivo en los es-
permatozoides humanos para quitar los de mala calidad.

Por tanto, en los humanos, el proceso de fertilizacion
es exclusivo de los espermatozoides que alcanzan el
ovocito con su acrosoma intacto para realizar la reaccion
acrosomal en la superficie de la zona pelucida.

CONCLUSION

Las muestras poscapacitadas pueden mantenerse a tem-
peratura ambiente (25°C) o a 37°C.
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