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El objetivo del presente estudio fue desarrollar
una técnica simple para evaluar 1la capacidad de
fertilizacién de 1los espermatozoides de machos cabrios,
utilizando oocitos de bovino tratados con NaOH y diferentes

técnicas para la capacitacién de los espermatozoides.
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El trabajo se dividid en tres fases. En la fase 1,
se evaluaron diferentes concentraciones (0.5, 1.0 y 1.5 N)
vy tiempos (2.0, 2.15, 2.5 y 3.0 minutos) de exposicidén a
NaOH para eliminar las células de la granulosa de oocitos
de bovino. En la fase 2, se evaluaron las siguientes
técnicas de capacitacidn de los espermatozoides: incubacidn
en oviductos de bovinos, en células de la pared interior de
oviductos de bovino, en suero sanguineo de cabra en estro y
en heparina. En la fase 3, se evaludé la fertilizacidn ig

vitro.

En la fase 1 se obtuvo el 100 por ciento de
denudacién (eliminacidén de las células de la granulosa y
eliminacidén parcial de la =zona pelicida) de oocitos de
bovinos, cuando se utilizd una concentracién 1 N de NaOH y

un tiempo de exposicidén de 2.15 minutos.

En la fase 2, la capacitacién de los
espermatozoides incubados en oviductos de bovino, no
sobrepasd el 20 por ciento. En este experimento el tiempo
de incubacidén no afecté el ©porcentaje de células
capacitadas (P > 0.05), pero se observd un mayor (%2 =
32.7, 1 gl, P < 0.01) numero de células capacitadas con el
semen "sin lavar" comparado con el semen "lavado" (sin
liquido seminal). No existid® interaccidén entre el estatus
del semen y el tiempo de incubacién de 1las células

espermaticas. En otro experimento, la capacitacién de los
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espermatozoides incubados con células de la pared interior
de oviductos de bovino, alcanzé el 50 por ciento. E1
estatus del semen no influydé sobre la capacitacién de los
espermatozoides, pero el tiempo de incubacidén afectd
significativamente (y2 = 4.97, 3 gl, P < 0.05) el numero de
células espermaticas capacitadas. No existidé interaccidn
entre el estatus del semen y el tiempo de incubacién. En
otro experimento, la proporcidén de células espermaticas
capacitadas con suero sanguineo de cabra en estro vy
heparina fueron, 57.5 y 61.0 por ciento cuando se
incubaron por 1 hora y, 83.0 y 88.0 por ciento cuando se
incubaron por 40 minutos (¥2 = 68.9, 1 gl, P < 0.01)
respectivamente. El1 estatus del semen no influyé (P > 0.05)
en los resultados encontrados Yy no existidé interaccidn
entre los tratamientos y estatus del semen en la

capacitacién de espermatozoides de caprinos.

En la fase 3 del estudio se 1llevdé a cabo la
fertilizacién in vitro, wutilizando una incubadora para
huevos de ave. Se obtuvo un 66.6 por ciento (10/15) de
penetracidén de los oocitos tratados con NaOH y eXxpuestos a
espermatozoides capacitados con heparina. En el 33.4 por
ciento restante de los ococitos no se logrd observar cabezas
descondensadas de espermatozoides, pero se observdé gran

cantidad de espermatozoides en la periferia de los oocitos.
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ABSTRACT
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fertilization of capacity buck spermatozoa, based on the
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The objective of this study was to develop a simple
technique to evaluate the fertilizing capacity of buck
spermatozoa, utilizing bovine oocytes treated with NaOH and
buck semen subjected to different treatments to induce

capacitation.
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The study was divided into three phases. In phase
1, different concentrations (0.5, 1.0 yv 1.5 N) of NaOH and
exposition times (2.0, 2.15, 2.5 y 3.0) to eliminate the
granulcsa cells of the bovine oocytes were evaluated.
During phase 2, capacitation of spermatozoa was induced by
incubating the semen in bovine oviducts; in cells of the
interior wall of bovine oviducts; in blood serum of does in

estrus and 1in heparin. During phase 3, an 1in vitro

e

fertilization trial in a mannual hen’s egg incubator was

carried out.

In phase 1, 100 percent of denudation (elimination
of granulosa «cells and partial elimination of zona
pellucida) of bovine oocytes was obtained, when oocytes

were exposed to NaOH 1 N during 2.15 minutes.

In phase 2, capacitation of spermatozoa incubated
in bovine oviducts, did not surpassed 20 percent. In this
experiment the incubation time did not affect the
percentage of capacitated sperm cells (P > 0.05), but
higher (x2 = 32.7, 1 DF, P < 0.01) numbers of capacitated
spermatozoa were observed with intact semen compared to
"washed" semen (without seminal 1liquid). Interaction was
not detected between the status of semen and the incubation
time of the spermatozoa. In another experiment,
capacitation of spermatozoa incubated with cells of the

interior wall of bovine oviducts reached 50 percent. The
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status of semen did not to influence the percentage of

capacitated spermatozoa, but the incubation time
significantly affected (2 = 4.97, 3 DF, P < 0.05) the
percentage of capacitated sperma cells. Interaction was not
detected between status of the semen and the incubation
time. In a third experiment, the percentage of capacitated
sperma cells incubated either with blood serum of does in
estrus and heparin were, 57.5 and 61.0 percent when
incubate for 1 hour and, 83.0 and 88.0 percent when
incubate for 40 minutes (x?= 68.9, 1 DF, P < 0.01)
respectively. The status of semen (washed or not washed)
did not influence (P > 0.05) capacitation and it did not

exist interaction between treatments and status of semen.

In phase 3 of the study on the 1n wvitro

fertilization trial was carried out, utilizing a mannual
incubator for hens’'s eggs. Sixty seven percent (10/15) of
the oocytes treated with NaOH 1 N were penetrated by buck
spermatozoa trated with heparin. It is concluded that the
technique deicribed in this study can be used to evaluate

the fertilizing capacity of buck spermatozoa.
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INTRODUCCION

En la pasada década, la investigacidén sobre nuevas
alternativas para lograr la fertilizacidén in vitro vy
posterior desarrollo del embridn en las diferentes especies
domésticas, silvestres e incluso en el humano, ha sido muy
abundante, y en la actualidad se siguen estudiado nuevas
técnicas para la capacitacién de espermatozoides vy

maduracién de oocitos, para lograr lo anteriormente

mencionado.

El uso de la técnica de fertilizacidn in vitro en
nuestro pais, se ha utilizado en forma muy limitada, cosa
que no ocurre en otros paises desarrollados. Esta técnica
permite desarrollar conocimientos sobre biotecnologia e
ingenieria genética; ademas, eventualmente el progreso

genético de los animales domésticos puede acelerarse.

La capacidad de fertilizacidn de los
espermatozoides de machos <cabrios en 1las diferentes
estaciones del afio, no esta definida en México. Cuando se

disponga de esta informacidén, el caprinocultor sabra en que
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estacidn del afo la fertilidad de sus sementales se ve

aumentada para establecer un manejo reproductivo adecuado.

Se propone que la utilizacidén de oocitos denudados
de bovinos con hidrbéxido de sodio, es una técnica valiosa
para determinar la capacidad de fertilizacién de 1los

espermatozoides caprinos.

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio
fue el desarrollo de una técnica simple para evaluar la

capacidad de fertilizacidén in vitro de los espermatozoides

de machos cabrios, utilizando oocitos de bovinos denudados
(desprovistos de su granulosa y eliminacidén parcial de la
zona peltcida) con hidréxido de sodio y diferentes técnicas

para la capacitacidén de los espermatozoides.
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REVISION DE LITERATURA

Fertilizacidén in wvitro.

Las etapas de la fertilizacidén natural incluyen: la
conducta de apareamiento, el transporte de espermatozoides

vy o6vulos, y la interaccidén entre gametos (Yanagimachi,

1988) . Anteriormente se pensd que la barrera que limita la.

interaccidén de gametos entre diferentes especies, estaba en
la zona pelacida del oocito (0O'Rand, 1988), va gque
dependiendo de la especie, la zona pelicida permite modular
la induccidén a la reaccidn acrosdmica y/o penetracidén de la
zona pelacida por espermatozoides extranos (Cox, 1992). De
cualquier modo, la relacidén filogenética entre gametos
puede reducir la eficiencia de la zona pelicida para actuar

como una barrera.

El primer estudio de fertilizacidn in wvitro (FIV)
en mamiferos, fue realizado en 1los afics 30 por Chang
(1959) en conejos. Desde aquel tiempo, muchos laboratorios
han reportado exitosamente técnicas de FIV en roedores,
rumiantes y humanos, pero en .algunas especies como el

cerdo, la maduracién y FIV de los évulos ha resultado mas
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dificil que en otras especies (Mattioli et al., 1988a,b;

Nagai et al., 1988; Vajta et al., 1991).

La FIV ha sido reportada en varias especies
domésticas mayores incluyendo bovincos, ovinos, cerdos VY
cabras. La descripecidn morfologica de la unién
espermatozoide-6vulo (Song e Iritani, 1985) \%
ultraestructura, ha sido estudiado en cigotes de cabras
obtenidos in vivo, revelando muchas caracteristicas

morfolégicas comunes a otros mamifercs (Crozet et al.,

1987) . '

Alguncos de los objetivos de la FIV son: lograr el
cruzamiento entre especies domésticas, proporcionar cigotes
para la industria de la ingenieria genética vy la
transferencia de genes para la produccidén de animales
transgénicos (Younis et al., 1991). El progreso en el
desarrollo del procedimiento de FIV para oocitos de cabras
madurados in vivo o in vitro, y el desarrocllo potencial de
los embriocnes productoc de la FIV, fueron reportados por

Younis EE 3&. (1990) .

Los factores dque afectan el éxito de la FIV .de
oocitos foliculares de bovino fueron estudiados por Ball et

al. (1983). Estos investigadores encontraron que 1la

presencia de células del cumulus oophorus no fueron

necesarias para la penetracién de los oocitos, pero la
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frecuencia de @penetracién vy la presencia de ambos
pronlUcleos: masculino y femenino, se incrementdé cuando el

cumulus oophorus estaba presente en los oocitos. Otro de

los factores que afectan la FIV es el calor que se les
proporciona a los oocitos inmaduros antes de su maduracién,
vy la anormalidad que se observé fue en la estructura
meidética. Por otra parte, los porcentajes de fertilizacién
de ovulos liberados de los foliculos y  denudados
mecanicamente fueron 85 por ciento y 82.8 por ciento, pero
solamente el 59.7 por «ciento y 57.1 por ciento,
respectivamente, fueron fertilizados normalmente (presencia
de ©pronucleos en el ooplasma). Estos resultados se
obtuvieron 17 horas después de la inseminacién (De Smedt et

al., 1992).

La maduracién y fertilizacidn in vitro de oocitos
en especies domésticas grandes es importante para el
desarrollo de nuevas biotecnoclogias, tales como
transferencia de genes vy multiplicacién in wvitro de
embriones idénticos. Los ococitos de bovino son
particularmente demandados; aunque cigotos de cabras
también pueden ser de valor para la biotecnologia. Por
ejemplo, cabras lecheras transgénicas pueden ser usadas
para producir, en su leche, grandes cantidades de proteinas
extrafias que la cabra normalmente no es capaz de producir.

Aunque la maduracidén y fertilizacidn in vitro de oocitos de
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bovino y ovino tiene gque ser extensivamente investigado

(Crozet, 1991).

Para usar las técnicas de FIV, Cox et al. (1992) y
Slavik y Fulka (1992) mencionan que los espermatozoides de

caprinos también pueden penetrar ococitos de vacas y ovejas.

Cox et al. (1994) compararon la eficiencia de
espermatozoides de machos cabrios para penetrar oocitos
intactos de bovinos y ovejas, ademids evaluaron el efecto de

la presencia de células del cumulus oophorus sobre la

habilidad de los espermatozoides para penetrar oocitos de

estas especies.

Cox (1992) reportd que los espermatozoides de toros
fueron capaces de penetrar oocitos de ovejas pero incapaces
de penetrar oocitos de cerdo o ratdén. Por otra parte,
Slavik et al. (1990) y Cox (1992) mencionaron que los
espermatozoides de borrego fécilmente penetraron oocitos de
vaca. Esto estd confuso porque la zona pellcida es incapaz
de reconocer a espermatozoides de otras especies, pero
O'Rand (1988) menciona que las partes moleculares comunes
de la zona de interface del espermatozoide puede ser una

posibilidad.

El desarrollo potencial de oocitos madurados in

vitro o in vivo fue estudiado por Leibfried et al. (1987),
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quienes evaluaron la frecuencia de penetracién del
espermatozoide, frecuencia de formacidén del pronicleo
masculino vy desarrolloc embrionario. La frecuencia de
penetracién del espermatozoide no fue diferente para
oocitos madurados in vitro (73 por ciento) en comparacién
con oocitos madurados in vivo (70 por ciento). De cualquier
modo, la formacibén del prontcleo masculino fue
significativamente menor para oocitos madurados in vitro
(69 por ciento) contra EE yizg (88 porciento). Los oocitos
madurados "4 fertilizados in vitro fallaron para
desarrollarse a la etapa de 2 c¢células (3 por ciento),
mientras que los oocitos madurados in vivo presentaron un
desarrollo normal (40 por ciento) en la etapa de 2 a 4
células. El desarrollo hasta la etapa de blastocisto fue

evaluado después de 5 dias de incubacidén en oviductos de

ovinos (in vivo).

Bajo condiciones de maduracidén de oocitos vy
posterior FIV, se produjeron grandes cantidades de oocitos
en metafase II, estos oocitos fueron penetrados y formaron

pronucleo (Shea et al., 1976) .

Eliminacién de la granulosa de los oocitos.

La denudacidén de los oocitos, en cualquiera de las

especies domésticas, es de gran valor para su utilizacidn
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diferentes experimentos tales como la evaluacidén de la
pacidad de penetracidn de los espermatozoides,
rtilizacidén y posible desarrollo embrioldégico. Esta
nudacién de oocitos consiste en remover las células que
dean a éstos, y se ha realizado por varias técnicas como:
itacidén mecanica en solucidén salina (Shea et al., 197e6),
canicamente con micropipetas (De Smedt et al., 1992;
ibfried y Bavister, 1983), hialuronidasa (Yanagimachi et
., 1979; Simon et al., 1993; Fayrer-Hosken y Brackett,

87) , hialuronidasa y tripsina (El-Gaafary et al., 1993).

Lu et al. (1987) wutilizaron oocitos parcialmente
nudados mecanicamente, Yy espermatozoides de bovino
pacltados con heparina (100 ug/ml) . Los oocitos
rtilizados in vitro fueron transferidos a oviductos de
2jas, los cuales después de seis o siete dias fueron
cuperados ya como embriones, VY transferidos a 19
Juillas de 1las cuales 14 quedaron prefiadas (74 por
anto). En otro estudio conducido por Xu et al. (1987) ,
ilizando 1la técnica de maduracidén y fertilizacidn in

tro de oocitos de bovinos, los embriones fueron
ansferidos quirtrgicamente a los Uteros de wvaquillas.
spués, éstos fueron recuperados en la etapa de
asﬁocisto e} moérula temprana, A% posteriormente

ansferidos por el método no quirtrgico a las receptoras,

grandose prefieces normales.
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Capacitacidn de los espermatozoides.

La capacitacién espermatica se ha realizado
mediante una gran cantidad de técnicas tanto in vivo como
in vitro, y en las diferentes especies de animales
domésticos; Fayrer-Hosken vy Brackett (1987) estudiaron
diferentes formas de capacitacidén espermatica en conejos
utilizando oocitos denudados de hamster. Los tratamientos
fueron suero de conejo, dilaurilfosfatidilcolina con 36.5
pM de lipidos y lavado de semen con solucidn isotdbdbnica e
incubados por 15 minutos. Los resultados obtenidos fueron
(cocitos fertilizados/oocitos inseminados) 0/30, 0/30 vy
67/87, respectivamente. En este mismo estudio, también se
utilizaron espermatozoides capacitados 1in vivo (cuernos
uterinos) con los siguientes resultados 65.4 por ciento
(17/26) para fertilizacidn in vitro y 100 por ciento (7/7)

para penetracidn.

La capacitacidn 2 la subsecuente reaccidén
acrosdbmica en espermatozoides, son requisitos para 1la
fertilizacidén de los o6vulos de mamiferos (Bedford, 1970).
Generalmente se ha aceptado que estos eventos pueden ser
inducidos no solamente en el tracto reproductivo de 1la
hembra en estro, sino también en medios gquimicamente
definidos. La forma de saber si los espermatozoides de
caprinos experimentaban verdadera reaccidén acrosdmica, fue

por medio de una tincidn por el método trypan azul-Giemsa,
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el cual fue mas sencillc y mas Gtil en comparacién con la
tinciébn Triple (TS), wusada convencionalmente (Didion et

al., 1989).

Las enzimas que libera el acrosoma después de la
capacitacién y subsiguiente reaccidén acrosémica de 1los
espermatozoides, son de vital importancia para el
espermatozoide en la penetracién de 1la zona peltcida

durante la fertilizacidén del évulo (Barth y Oko, 1989).

Trish (1989) realizdé un estudio para determinar la
capacidad de fertilizacién de espermatozoides de caprinos,
utilizando ococitos de hamster denudados. Este investigador
encontré que los espermatozoides tuvieron gran habilidad
para penetrar los oocitos denudados cuando estos fueron
incubados en el Medio Tris-buferado, en comparacién con el
Medio Ham's F-10 (95 contra 2 por <ciento), aunque la
motilidad no fue bien mantenida en el Medio Tris-buferado.
Diez millones de espermatozoides por ml fue suficiente para
una maxima penetracién. E1l autor concluyé que esta técnica
es de gran ayuda para estimar la capacidad de fertilizacién

de los espermatozoides.

En un experimento que realizaron Younis et al.
(1991) en cabras con oocitos madurados y fertilizados con

espermatozoides capacitados in vitro, lograron iniciar tres
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prefieces después de la transferencia de embriones (etapa de

2 v 4 células) a los oviductos de estos animales.

Hanada (1985) obtuvo 12 embriones de dos células
después de realizar la FIV, utilizando oocitos extraidos
del oviducto, vy espermatozoides epididimales de caprino
capacitados en un medio quimicamente definido. Los
embriones fueron transferidos a c¢inco recipientes, de los

cuales se obtuvd una prefiez y el nacimiento de un cabrito.

Sundhey et al. (1994) utilizaron el Medio BWW (pH
7.4, con 3 por ciento BSA y 10 mM Ca?*) para la capacitacidn
de espermatozoides de caprinos. Estos se recolectaron del
epididimo, v se incubaron por 3 horas en el Medio BWW. Los
autores encontraron que la reaccién del acrosoma complica
la secuencia de 1la contraccidén o descondensacidédn de 1la
membrana, vesiculacién, rompimiento de acrosomas v
liberacién de proteinas de la membrana. Tales proteinas

pueden disminuir la fertilizaciédn.

Cox et al. (1994) estudiaron la fertilizacidén in
vitro de oocitos foliculares de bovino y ovinos, utilizando
espermatozoides de caprinos. Después de la recoleccidn del
semen éste se "lavd" dos veces (300 X g, 5 min) con
Dulbecco’s PBS. Posteriormente 1las células espermaticas
fueron resuspendidas en TALP IVF para su capacitacién. En

un primer experimento, donde se fertilizaron oocitos
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madurados de caprinos, bovinos y ovino, los cuales tenian

células del cuimulus oophorus con espermatozoides de

caprinos, se obtuvieron porcentajes de fertilizacién de
91.3, 82.7 y 79.8 para los oocitos de cabras, vacas y
ovejas, respectivamente. En un segundo experimento, se
utilizaron oocitos denudados vy los porcentajes de
fertilizacidén fueron 74.0 por ciento para oocitos de vacas
Yy 68.42 por ciento para oocitos de ovejas. La presencia de

células del cumulus oophorus no modificé la habilidad de

los espermatozoides de machos cabrios para penetrar oocitos

de otras especies de rumiantes.

Generalmente el semen congelado de morueco es
menos fértil que el semen fresco (Watson, 1975), a pesar
del 60 a 70 por ciento de motilidad que presentan los
espermatozoides después del descongelamiento. Iritani vy
Niwa (1977) aplicaron espermatozoides de bovinos in

situ en Uteros de vacas y conejas en etapa de estro, para

evaluar la capacitacidn.

Ensayos de FIV fueron llevados a cabo por Guienne
et al. (1990) para investigar su validez, en la evaluacién
de semen de toro para inseminacidén artificial (IA). Se
utilizaron 1532 oocitos, colectados de ovarios de vacas
sacrificadas en el rastro. Se wutilizaron 4 dosis de
heparina para la capacitacién de los espermatozoides (O,

0.05, 0.1 y 0.2 ug/ml). Los oocitos fueron considerados
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fertilizados cuando dos pronucleos (o mas) fueron
observados en el ooplasma. Estos investigadores
concluyeron que la capacitacidn y fertilizacidén en un Medio
Tyrode modificado conteniendo 0.05 pg/ml de heparina puede
ser una buena herramienta para la evaluacién de 1la

fertilidad de toros cuyo semen es utilizado para la IA.
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio fue conducido en la
instalaciones de la Universidad Autdénoma Agraria "Antoni.
Narro", ubicadas‘en los terrenos de la misma Universidad e
Buenavista, Saltillo Coahuila. El sitio de estudio se ubic
en la latitud 25° 22°N y longitud de 101° 00°W, a un
altura de 1742 metros sobre el nivel del mar. L
temperatura media anual es de 19.8°C y la precipitacidé
total media anual es de 298.5 mm, con un clima seco
semicalido, con invierno fresco, extremoso (Mendoza, 1983)
La fecha de inicio de este eétudio fue el 25 de febrero d

1994 y termindé el 18 de Mayo de 1995.

En este estudio se utilizaron tres machos cabrio
Nubios de aproximadamente 4 aflos de edad, los cuale
permanecieron estabulados y eran alimentados con heno d
alfalfa o avena. La condicidén corporal de los animales er
de 6 en la escala de 1 a 9 para bovinos (Mortimer et al.
1991). Se utilizaron también cinco cabras Nubias adultas e
la etapa de estro. Ademas, se wutilizaron ovarios
oviductos de vacas sacrificadas en el rastro municipal d

Saltillo, Coahuila.
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Recoleccidn de oocitos.

En este estudio los ococitos fueron recolectados de
ovarios de vacas, inmediatamente después del sacrificio de
éstas, sin importar la etapa del ciclo estrual. El1
transporte de los ovarios al laboratorio fue en una
solucidén salina al 0.9 por ciento, a una temperatura de
38°C. Los oocitos se recolectaron de tbdos los foliculos
presentes en los ovarios, independientemente de su tamabo,
por medio de aspiracién con una Jeringa. Una vez
recolectados, éstos fueron expuestos a NaOH para eliminar
las células de 1la granulosa (denudacidén), procediendose

luego a realizar la FIV.

Recoleccidn de oviductoes.

Los oviductos de las vacas se recolectaron, sin
importar la etapa del ciclo estrual, inmediatamente después
del sacrificio de los animales. El transporte de 1los
oviductos al laboratorio fue en solucidén salina al 0.9 por

ciento a una temperatura de 38°C.
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Recoleccidn de células de los oviductos.

Los oviductos utilizados para la recocleccidén de las
células se obtuvieron y se manejaron en forma similar a 1la
recoleccién de los ovarios. Las células de las paredes
internas del oviducto se recolectaron utilizande el Medio
PBS (Phosphate buffer solution) aplicado a presién a través
del 1lumen de este ©oérgano, con una jeringa Yy a una

temperatura de 38°C.

Recoleccidn de semen.

Se llevd a cabo por medioc de electroeyaculacidén. A
cada una de las muestras de semen se les determind su
concentracién, volumen, color y motilidad. Se obtuvo una
muestra por macho cabrio, con un intervalo de cinco a siete
dias en los meses de Noviembre y Diciembre de 1994 vy,

Febrero, Marzo, Abril y Mayo de 1995.

Tincién de espermatozoides para determinar capacitacidn.

Consistié en un frotis de espermatozoides tratados
con los diferentes métodos de capacitacién sobre un
portacbjetos. E1 portaocbjetos fue secado con aire caliente,

inmediatamente después los espermatozoides fueron fijados
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en metanol por 7 minutos. Posteriormente, se tifieron con
Giemsa diluida 1:20 (Giemsa:agua desionizada), por 1 hora.
Se secaron los portaobjetos con aire caliente vy se

observaron en un microscopio de contraste de fases.

Tincidén de oocitos para determinar penetracién.

Una vez que pasaron 12 horas de incubacidén en la
fertilizacidén in vitro, se colectaron los oocitos de las
cajas petri para depositarlos en portaocbjetos. Se secaron
con aire caliente y fueron fijados por 12 horas en acido
acético:metanol (1:3). Después, se tifileron con aceto
orceina 1 por ciento y posteriormente se examinaron con un

microscopio de contraste de fases.

Fase 1. Denudacién de los oocitos.

Para este experimento los oocitos fueron
desprovistos de su granulosa vy parcialmente su zona
pelacida, utilizando una solucidn de hidrdéxido de sodio
(NaOH) al 0.5, 1.0 yv 1.5 N. Los oocitos recolectados fueron
colocados en cajas petri en Medio PBS, procediéndose luego
a colocarlos en grupos de 10 oocitos, en cajas petri que
contenian la solucidén de NaOH. En este experimento también

se evalud el tiempo de exposicidn de los oocitos a la
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solucidén de NaOH el cual fue de 2.0, 2.15, 2.5 y 3.0
minutos. Después de la incubacién, los oocitos se
recuperaron y se lavaron dos veces en Medio PBS, anotandose
el porcentaje de oocitos denudados. La observacibén de 1los

oocitos fue a través de un microscopio estereoscédpico.

Fase 2. Capacitacién de los espermatozoides.

En esta fase se llevaron a cabo diferentes

experimentos para probar diferentes procedimientos, para la

capacitacidén de los espermatozoides.

Experimento 1. Incubacién de espermatozoides en oviductos

de bovinos.

El semen se asigné a 8 tratamientos en un arreglo
factorial, donde las fuentes de variacidén fueron el estatus
del semen ("sin lavar" vy "lavado") vy el tiempo de
incubacién. El1 semen se "lavdé" 2 veces con Medio 199 en una
proporcidén 1:3 (semen:Medio 199) y se centrifugé a 300 g
por 5 minutos. El1 semen fue resuspendido en Medio 199 a una
temperatura de  38°C. Para la incubacién de 1los
espermatozoides en la ampolla de 1los oviductos, 1los
extremos de este oérgano fueron atados con hilo nylon, e
inmediatamente después se depositaron 107 espermatozoides
en el lumen de este segmento del aparato reproductor, por

medio de una Jjeringa de 1.0 ml. Posteriormente los
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oviductos fueron incubados durante 3, 6, 9 y 12 horas en
una incubadora para huevo de aves, la cual contenia una
solucidén salina al 0.9 por ciento a una temperatura de
38°C. Una vez que se cumplibé el periodo de incubacidn, se
"lavaron”™ los oviductos con.el Medio PBS para recuperar los
espermatozoides. Luego se prepararon frotis para tincidn
con Giliemsa (SIGMA DIAGNOSTICS), vV posteriormente se
observaron los espermatozoides para detectar aquellos con
la reaccidn del acrosoma, con la ayuda de un microscopio
de contraste de fases. Se considerd que los espermatozoides
estaban capacitados, cuando la membrana acrosdmica estaba
vesiculada o fragmentada y cuando la parte superior de la

cabeza (arriba de la zona ecuatorial) no estaba tefida.

Experimento 2. Incubacidén de espermatozoides con células

del oviducto.

El manejo de los oviductos, semen, incubacidén y
proceso de los espermatozoides para su observacibén fue en
forma similar al experimento 1. La recoleccidén de las
células de la pared interior del oviducto fue con el Medio
PBS aplicado a presién por una jeringa, dicha recoleccidn
se hizo en recipientes de plastico desinfectados, de una
capacidad de 15 ml aproximadamente. Los resultados
obtenidos- en el experimento 1 v 2, se analizaron
estadisticamente con pruebas de %?, considerandose 2 fuentes

de variacién: estatus del semen ("sin lavar" y "lavado") y
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hora de incubacidn, ademas de la interacciédén entre
estas wvariables.

Experimento 3. Incubacién de espermatozoides en suero

sanguineo de cabra en estro y en heparina.

Uno de los tratamientos consistidé en la utilizacidn
de suero sanguineo de cabras en estro, el cual se filtrd a
través de filtros ACRO-DISC, con un didmetro de los poros
de 0.2 pm y se calentd a 60°C por 1 hora. Se afiadieron 107
espermatozoides en 1 mililitro de suero procesado. La
incubacidén de los espermatozoides en este caso fue de 1
hora a 38°C. El semen se manejd en forma similar al
experimento 1 y 2. El otro tratamiento consistié en la
utilizacidén de 2.5 pg/ml de heparina en Medio 199, al cual
se agregaron 107 espermatozoides. Esta dosis se agregd
directamente al Medio 199 y al semen por 40 minutos a 38°C.
En ambos tratamientos se utilizd semen "sin lavar" vy
“"lavado". Se utilizaron pruebas de %? para detectar
diferencias entre estatus del semen Y medio de

capacitacidén, asli como su interaccidn.

Fase 3. Fertilizacidébn in vitro.

En esta fase se combinaron los procedimientos que

mejores resultados se obtuvieron en los experimentos

previos, tanto para la denudacidén de los oocitos como para

0
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la capacitacién de los espermatozoides, y se realizé la
FIV. Una vez gque se obtuvieron 1los oocitos denudados,
éstos fueron expuestos con 107 espermatozoides capacitados
en cajas petri (8 o 10 oocitos) selladas con parafina, por
un tiempo de 12 horas. Se considerd fertilizado el oocito
cuando éste fue penetrado por los espermatozoides, lo cual
pudo constatarse por 1la presencia de prontcleos, al
descondensarse la cabeza de los espermatozoides. La
observacidén de este proceso fue con un microscopio de

contraste de fases.
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RESULTADOS

Fase 1. Denudacidén de los ococitos.

La denudacién de oocitos de bovinos expuestos a
diferente concentracién de hidrdéxidoe de sodio y en
diferentes tiempos de exposicidn, se presentan en el Cuadro
4.1. A una concentracién de 0.5 N no se logrdé la denudacidn
de oocitos en ningin tiempo de exposicidén. Con una
concentracién de 1.5 N, con exposicidn de 2.0 minutos, se
obtuvo el 50 por ciento (5/10) de denudacibén pero, el 50
por ciento restante de los oocitos se disoclvieron. La
concentracién 1.0 N tuvo valores mas altos de denudacidén
con una exposicién de 2.15 minutos (100 por ciento).
Debido a que los niveles de hidréxido de sodio 0.5 y 1.5 N
no funcionaron, no se realizaron anilisis estadisticos para
determinar los efectos de las 2 fuentes de variacidén
estudiados. En lugar de esto se procedié a determinar la
relacién entre el tiempo de incubacién y el porcentaje de
denudacién de oocitos a una concentracidén de 1.0 N de NaOH.
Esta relacidén mostrd una tendencia cibica (Figura 4.1), en
la cual se observa dque, con 2.15 y 2.5 minutos de

exposicidédn con una concentracidén de 1.0 N de NaOH, se
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eliminaron la células de la granulosa en casi la totalidad

de los oocitos.

Cuadro 4.1. Tasa de denudacidédn (eliminacidén de granulosa
Yy parcialmente zona pelficida) de oocitos de
bovinos a diferente tiempo de exposicidébn a
soluciones con diferentes concentraciones de

NaOH.
Concentracidén de NaOCH
(normal idad)
Tiempo de
exposicidédn (min) 0.5 1.0 1.5
N° - % N° - % N° - %
* 5/10 50
2.0 *%0/10 0 |**0/10 0 |**5/10 | 50
2.15 *%0/10 0 |**10/10 100 |*10/10 100
* 4/10 40
2.5 *%¥0/10 0 |** 6/10 60 |*10/10 100
3.0 *%0/10 0 |* 10/10 100 |(*10/10 100

* oocitos disueltos
** oocitos denudados parcialmente
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Fase 2. Capacitacidén de los espermatozoides.

Experimento 1.

En el Cuadro 4.2 se presentan los resultados de la
capacitacidon de espermatozoides de machos cabrios incubados
en oviductos de bovinos. Se observa que este método de
capacitacidén no resultdé adecuado, pues el porcentaje de
células capacitadas en los diferentes tratamientos no
sobrepasd el 20 por ciento. El1 tiempo de incubacidén no
afectd el porcentaje de células espermdticas capacitadas (P
> 0.05), pero con el semen "sin lavar" se obtuvo un mayor
(x2 = 32.7, 1 gl, P < 0.01) namero de células capacitadas
comparado con el semen "lavado". No existidé interaccidn
entre el estatus del semen y el tiempo de incubacidén en 1la

capacitacidén espermatica.
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Cuadro 4.2. Porcentaje de espermatozoides capacitados de
caprinos "sin lavar™ y "lavados" al ser
incubados en oviductos de bovinos.

Semen sin lavar |Semen lavado Combinacién
Hora de
incubacidén N° - % N° - % N° - %
3 34/200 17.0 10/200 5.0 44/400 |11.0 ¢
6 33/200 16.5 19/200 9.5 52/400 |13.0 @
9 38/200 13.0 21/200 |10.5 59/400 |14.8 ¢
12 38/200 19.0 16/200 8.0 54/400 |13.5 ¢
Combinacién [143/800 | 17.9 ¢ |66/800 | 8.3 b

e, b. Datos con letras distintas difieren P(< 0.01)

Experimento 2.

En el Cuadro 4.3 se presentan los porcentajes de
células espermaticas capacitadas, cuando los
espermatozoides fueron incubados Jjunto con células del
oviducto de bovinos. En general, los diferentes periodos de
incubacién, tanto con semen "sin lavar" como con semen
"lavado"™ los valores de capacitacién fueron muy similares.
Sin embargo, con 6 horas de incubacidn existidé un mayor
nimero de células espermaticas capacitadas (x? = 4.97, 3
gl, P < 0.05) en comparacién con el resto de los periodos
de incubacidén. No se detectd efecto del estatus del semen

ni tampoco existidé interaccidn entre el estatus del semen y
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el tiempo de incubacidén durante el proceso de capacitacién

espermatica.

Cuadro 4.3. Porcentaje de espermatozoides capacitados de
caprinos "sin lavar"” vy "lavados" al ser
incubados en células de la pared interior del
oviducto de bovinos.

Semen sin lavar |Semen lavado Combinacidén
Hora de
'incubacién N° - % N°- % N° - %
3 79/200| 39.5 64/200|32.0 |143/400|35.8 ¢
6 98/200 | 49.0 103/200 |51.5 (201/400/50.3 b
9 100/200 | 50.0 76/200138.0 {176/400(44.0 ¢
12 82/200 | 41.0 71/200|35.5 |153/400(38.3 ¢
Combinacién |359/800{ 44.9 ¢ [(314/800 (39.3¢

v, b. Datos con letras distintas difieren P (< 0.05)

Experimento 3.

En el Cuadro 4.4 se muestran los porcentajes de
células espermaticas capacitadas con sueroc sanguineo de
cabra en estro y heparina. Estos datos indican que el suero
sanguineo de cabra en estro fue menos efectivo para inducir
la capacitacién de los espermatozoides en comparacidn con
la heparina (x? = 68.9, 1 gl, P < 0.01). Por otra parte, el
lavado del semen no mejord (P > 0.05) el porcentaje de

espermatozoides capacitados. No existid interaccidébn entre
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tratamientos y estatus del semen en la capacitacidédn de

espermatozoides de caprinos.

Cuadro 4.4. Porcentaje de espermatozoides capacitados de
caprinos "sin lavar" y "lavados" después de ser
incubados en suero sanguineo de cabra en estro
Y heparina.

Semen sin lavar Semen lavado Combinacidén

Incubacidn N° - % N° - % N° - %

Suero 1(h) 115/200 57.5 122/200 |61.0 [237/400|59.3 ¢

Heparina

40 (min) 166/200 83.0 176/200 |88.0 |[342/400 (85.5 b

Combinacidén [281/400 70.3 © 1298/400 |74.5¢

o, b. Datos con letras distintas difieren P (< 0.01)

En la Figura 4.2 se muestran espermatozoides de
machos cabrios capacitados vistos en contraste de fases a
400X. Se observan espermatozoides capacitados sin reaccidn
acrosdmica (1) y con reaccidn acrosdmica (2). Ademas, se
observan algunos espermatozoides normales. En la Figura 4.3
se observan espermatozoides de machos cabrios capacitados

en la etapa de vesiculaciébn.
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Figura 4.2.

Espermatozoides de machos cabrios capacitados y

no capacitados.

1) espermatozoide sin reaccidn
acrosdmica, 2)

espermatozoide con reaccidn
acrosdémica (contraste de fases 400X).
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Figura 4.3. Espermatozoides de machos cabrios capacitados.
Las flechas muestran espermatozoides
vesiculados (contraste de fases 1,000X).

Fase 3.

En esta fase se realizé la fertilizacidén 1in vitr
utilizando ooncitos de bovinos denudados con NaOH, =
espermatozoides de machos cabrios capacitados con heparina
Los resultados encontrados fueron exitosos, ya que de 1!
oociltos, 10 (66.6 por clento) fueron penetrado:
(observacién de la descondensacién de las cabezas de lo:

espermatozoides) . Aunque, claramente se observd que hubx
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gran cantidad de espermatozoides alrededor de los oocitos

de bovinos (Figura 4.5).

En la Figura 4.4 (A yv B) se observan cabezas
descondensadas de espermatozoides de machos cabrios en el

ooplasma de los oocitos parcialmente denudados de bovinos.

950



(o8
(8]

Figura 4.5. Espermatozoides de machos cabrios alrededor de
un oocito de bovino desprovisto de las células
de la granulosa (contraste de fases 100X).
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DISCUSION

Fase 1.

El NaOH demostrd ser una buena alternativa para la
denudacién de oocitos de bovinos (100 por ciento con una
concentracidén de 1 N y un tiempo de exposicién de 2.15
minutos) . Estos resultados son similares a los logrados con
métodos enzimaticos como la hialuronidasa (Yanagimachi et
g_l_., 1979; Fayner-Hosken y Brackett, 1987; Simon et é.,
1993) y 1la tripsina (El-Gaafary et al., 1993). Ademas,
también se demostrd que usando el NaOH para la denudacidn
parcial de oocitos de bovinos y posterior fertilizacidén in

vitro se obtienen buenos resultados.

Como va se menciond anteriormente, el NaOH fue
eficaz para eliminar las células de la granulosa Yy
erosionar la cara externa de la zona pelicida, lo cual,
posiblemente facilita la penetracidén de los
espermatozoides. Algunas ventajas que se encontraron del
NaOH sobre los métodos enzimaticos son: 1) menor costo, 2)
se adquiere facilmente en el mercado, 3) no es necesario

manipular demasiado los oocitos de bovinos, y lo mas
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importante 4) la denudacién es muy rapida (2 minutos de

exposicidn) .

Fase 2.

En la capacitacidén de los espermatozoides de machos
cabrios Nubios, se obtuvieron diferentes resultados con los
diferentes métodos utilizados. Los porcentajes de células
espermaticas capacitadas después de ser incubados en
oviductos de bovinos no sobrepasd el 20 por ciento. En este
mismo experimento el semen "sin lavar" reflejé mejores
resultados comparado con el semen "lavado". Esto es
contrario a lo reportado por Hafez (1987) gquien menciona,

que el liquido seminal contiene factores anticapacitantes.

En la incubacién de los espermatozoides caprinos
Nubios con células de la pared interna de los oviductos de
bovinos, se obtuvo el 50 por ciento de capacitacidén a las 6
horas de incubacidbén, mostrandose una tendencia similar a
las 9 horas. Sin embargo, esto demuestra que con 6 horas de
incubacién es suficiente. En contraste con la incubacidn en
oviductos de bovinos, 1la incubacién en células de los
oviductos no refleja diferencia entre el semen "sin lavar"”
v "lavado". Estos datos resultaron mejores a 1los
encontrados por Gutiérrez et Ei' (1994), quienes
encontraron un 20.5 por ciento de espermatozoides de

borrego con reaccidén del acrosoma, cuando estos fueron

190



incubados en células de los oviductos de hamster por !
horas, y en células de 1los oviductos de borregas por 1:
horas.

Por otra parte, se obtuvo el 60 por ciento de
células espermaticas capacitadas cuando se utilizdé suerc
sanguineo de cabra en estro. De Smedt et gi. (1992}
encontraron que agregando 20 por ciento de suero de borregs
en estro a 1 mililitro de medio DM-H gque contenia 10
espermatozoides de caprinos, facilitaba la capacitacidr
espermatica (debido a la presencia de proteinas y albumin:
presente en el suero, ademds, el suero contribuye en 1:
limpieza del colesterol en las membranas de los
espermatozoides) y aumenta la penetracién y fertilizacidr
in vitro. Contrariamente, Fayrer-Hosken y Brackett (1987)
encontraron que el suero de coneja no tuvo efecto en 1:
capacitacién (11.5 por ciento) de espermatozoides de
conejos; pero el mayor porcentaje (83 por clentc
aproximadamente) de células espermaticas capacitadas de
machos cabrios se encontrd cuando se utilizdé la heparina.
El estatus del semen no influydé en los resultados

encontrados.

Cox et al. (1994) wutilizaron heparina para lz:
capacitacidén de espermatozoides de caprinos, al realizarse

la fertilizacidn in vitro. Los resultados de estos autore:s

demostraron que el 82.7 por ciento de los oocitos madurado:

in vitro fueron penetrados, con lo cual, se cree que éstx
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mismo porcentaje influya sobre la capacitacién de los

espermatozoides de caprinos.

En otro estudio realizado por 1Igbal <y Hunter?
(1995) sobre diferentes sistemas de <capacitacién de
espermatozoides de bovinos, en el cual la heparina fue uno
de los tratamientos; encontraron que a una temperatura de
39°C se alcanzaba el mayor porcentaje (77.1 por ciento) de
penetracién en oocitos de hamster sin células de la
granulosa. La fertilizacidén in vitro fue un indicador para

determinar la capacitacién espermatica.

Mencionado 1lo anterior, se puede decir gque los
resultados encontrados en éste estudio son similares a los
encontrados por Cox et al. (1994). Pero, superiores a los

obtenidos por Igbal y Hunter? (1995).

Fase 3.

La fertilizacidén in vitro, se 1llevd a cabo bajo
condiciones muy diferentes a las presentes en los
estudios realizados en la Ultima década. Dentro de estas
condiciones se encuentra la utilizacidén de una incubadora
para huevo de ave, en la cual no se generd la atmbésfera
adecuada de Co, (5 por ciento) en aire y no se controld la

humedad relativa (80 por ciento) como marcan muchos de los
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investigadores citados. Otra condicié4n que no se dio en el
presente estudio, fue la esterilizacién de los materiales
con los que se trabajaron en todos los experimentos. La
asepsia en el presente estudio fue impregnar los materiales
que entraban en contacto con 1los gametos con alcohol,
orovocando luego una flama para desinfectar a estos.
Solamente las cajas petri donde se llevd a cabo la FIV
astaban esterilizadas. Sin embargo, cabe mencionar también
Jue con estos procedimientos se dieron resultados
aceptables. Pero este tipo de situacidén no favorece al

desarrollo de embriones.

Es muy probable que bajo condiciones estrictas de
asterilidad de los materiales a utilizar, se logren mejores
resultados a los encontrados en todos los experimentos en

aste estudio.

Los resultados encontrados en este estudio (66.6
>or ciento de penetracidén) son similares a los obtenidos
>or Cox et al. (1994) donde utilizaron oocitos de bovino y
>vino expuestos a espermatozoides de caprinos capacitados
zon heparina. Los resultados fueron 74.0 por c¢iento para
>ocitos de bovino y 68.42 por ciento para oocitos de ovino.
Jna variante de este trabajo, fue 1la utilizacidén de

>oclitos madurados in vitro y posterior denudacién.
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CONCLUSIONES

1. E1 NaOH 1 N demostrdé ser una buena alternativa para la

eliminacién de las células de la granulosa de los oocitos.

2. De los diferentes métodos de capacitacidn de
espermatozoideé de machos cabrios Nubios, la utilizacién
de heparina fue el mas efectivo, seguido del suero de cabra
en estro y de las células de la pared interior del oviducto

de bovinos.

3. Para la penetracidn de los oocitos por los
espermatozoides, no fue necesaria una atmbésfera controlada
(5 por ciento de Co, en aire y 80 por ciento de humedad),

utilizada rutinariamente en este tipo de procesos.

4. Los oocitos de bovinos denudados con NaOH no parecen ser
dafiados por este agente caustico y resultaron utiles en la
determinacién de la capacidad de fertilizacidn in vitro de

los espermatozoides de caprinos.

990



40

5. Esta técnica puede ser una alternativa importante para
determinar la capacidad de fertilizacidén in vitro de los

espermatozoides.
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RESUMEN

El presente estudio se 1llevd a cabo en las
instalaciones de la Universidad Autdénoma Agraria Antonio
Narro. Se utilizaron tres machos cabrios Nubios de
aproximadamente 4 afios de edad y cinco cabras Nubias
adultas en la etapa de estro. Ademas, se utilizaron ovarios

y oviductos de vacas sacrificadas en el rastro.

El objetivo de este estudio fue desarrollar una
técnica simple para evaluar la capacidad de fertilizacidn
de los espermatozoides de machos cabrios, utilizando
oocitos de bovinos tratados con hidréxido de sodio (NaOH) vy
diferentes técnicas para la capacitacidén de los

espermatozoides.

El trabajo se divididé en 3 fases. En la fase 1, se
evaluaron diferentes concentraciones 2% tiempos de
exposicidén a NaOH para eliminar las células de la granulosa
de oocitos de bovinos. En la fase 2, se evaluaron las
siguientes técnicas de capacitacidén de los espermatozoides:
incubacidén en oviductos de bovinos, en células de la pared

interior de oviductos de bovinos, en suero sanguineo de
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cabra en estro y en heparina. En la fase 3, se evaludé la

fertilizacidédn in wvitro.

En la fase 1, se obtuvo el 100 por ciento de
denudacién (eliminacién de las células de la granulosa vy
eliminacién parcial de la zona pellUcida) de oocitos de
bovinos, cuando se utilizé una concentracién 1 N de NaOH y

un tiempo de exposicidédn de 2.15 minutos.

En la fase 2, se obtuvieron los siguientes
resultados: 20 por ciento en oviductos de bovinos, 50 por
ciento en células de la pared interior de oviductos de
bovinos, 60 por ciento en suero sanguineo de cabra en estro
y 83 por ciento de células espermaticas capacitadas en

heparina.

En la fase 3 del estudio se 1llevdé a cabo la
fertilizacién 1in wvitro, utilizando una incubadora para
huevo de ave. Se obtuvo un 66.6 por ciento (10/15) de
penetracién de los oocitos tratados con NaOH y expuestos a
espermatozoides capacitados con heparina. En conclusién,
esta técnica puede ser una alternativa importante para
determinar la capacidad de fertilizacidédn in vitro de los
espermatozoides de caprinos, dado que no fue necesario alta

tecnologia para obtener estos resultados.
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