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“Mecanismos que regulan la fecundacion en mamiferos: Modulacién de la
quimiotaxis espermatica en bovinos mediada por acetato de ulipristal y zinc”.
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Resumen

Para que ocurra la fecundacion en mamiferos se tiene que producir el encuentro y fusion
de las gametas femenina y masculina. Distintos mecanismos, como la quimiotaxis, guian a los
espermatozoides en su viaje por el tracto reproductor femenino, para facilitar el encuentro del
ovocito. Las células del cumulus que rodean al ovocito secretan progesterona que se difunde
formando un gradiente de concentracion que orienta y atrae activamente a los espermatozoides
aptos para fecundar. Sin embargo, luego de ocurrida la fecundacion, es necesario evitar la fusion
de otros espermatozoides con el ovocito (poliespermia), ya que en mamiferos, conllevaria a la

degeneracion y muerte del embridn.

Recientemente se ha propuesto a la quimiorepulsién como un mecanismo que permitiria
un bloqueo rapido de la poliespermia. Al respecto, se ha caracterizado el efecto de sustancias
analogas a la progesterona, como el acetato de ulipristal (UPA) y de cationes bivalentes como
el zinc. El UPA es un compuesto sintético que actia como un modulador selectivo del receptor
de progesterona y se utiliza mundialmente como un método anticonceptivo de emergencia; en
cambio, el zinc, es un micronutriente natural que se almacena activamente en vesiculas debajo
de la membrana plasmaética del ovocito, que son rapidamente exocitadas luego de la
fecundacién. Se ha demostrado que, un gradiente de concentracion de UPA o de zinc repele
espermatozoides de humano, ratén y conejo en condiciones in vitro. Sin embargo, lo que resulta
interesante es que, la presencia de alguno de estos compuestos convierte al gradiente atractante
de progesterona en quimiorepelente. Este mecanismo podria estar operando in vivo como un

primer bloqueo de la poliespermia.

Para poder estudiar y caracterizar este mecanismo de conversion es necesario emplear
un modelo animal que permita realizar ensayos de fecundacion in vitro como parte del disefio
experimental. En este sentido, el modelo de bovino se presenta como el mas adecuado ya que
las gametas se pueden obtener comercialmente y sin necesidad de sacrificar los animales sélo

para tal fin, como ocurre en conejos o ratones.



Dado que no se ha caracterizado la respuesta quimiorepelente en bovinos, el objetivo
del presente proyecto fue determinar si la orientacion espermaética en esta especie es regulada
por el UPA y el zinc cuando estan en forma de un gradiente de concentracion y, establecer si
su presencia en el medio puede regular la orientacion mediada por la progesterona. Para ello,
los espermatozoides bovinos capacitados se enfrentaron a distintas concentraciones de UPA o
zinc en ensayos de seleccion espermatica. A partir de estos experimentos se observé que el
UPA induce quimioatraccion en espermatozoides bovinos y que la presencia de esta sustancia
inhibe el efecto quimioatractante de la progesterona. También se observo que un gradiente de
zinc induce gquimioatraccion en bovinos. Sin embargo, la presencia de este cation no inhibe la
quimioatraccién mediada por la progesterona e incluso podria estimularla. En conclusion, en
espermatozoides congelados/descongelados de bovinos el UPA y el zinc actian como
guimioatractantes, a diferencia de lo reportado hasta el momento en otras especies de

mamiferos.



Introduccién

La regulacion del proceso de fecundacion es un evento complejo y trascendental en la
vida de los animales, ya que, de este depende el desarrollo de un nuevo ser vivo y la
preservacion de las especies en el tiempo.

Dependiendo de la especie, la fecundacion puede ocurrir en entornos completamente
diferentes; ya sea en ambientes acuéticos como ocurre en invertebrados marinos y peces de
fecundacidn externa, o bien, dentro del tracto reproductor femenino como en mamiferos. En
estos ultimos, los espermatozoides son depositados en la vagina o en el Utero y son
transportados rapidamente hasta el oviducto, donde forman un “reservorio espermatico”
adhiriéndose al epitelio en la region del istmo (Suarez, 2002) (Fig. 1A). Alli, los
espermatozoides completan la capacitacion, un proceso fisioldgico que comprende una serie de
cambios biofisicos y bioguimicos, que los prepara para fecundar al ovocito (De Jonge, 2005).
Una vez capacitados, los espermatozoides se liberan del epitelio y migran hacia el sitio de
fecundacién (unién istmo-ampula). Sin embargo, el encuentro de las gametas no es un evento
azaroso, debido a que ocurre en un entorno complejo por la morfologia del oviducto ( Fig. 1B;

Yaniz y col., 2000) y la distancia hasta el sitio de fecundacion es considerablemente grande.
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Figura 1. Representacion del transporte espermatico en el aparato reproductor femenino. A)
Esquema general del aparato reproductor femenino indicando las distintas regiones de este, a la vez que
se representa el estado fisioldgico de los espermatozoides (verde: no capacitados; azul: capacitados)
durante su viaje hacia el sitio de fecundacion; modificado de la tesina de Biol. Victoria Molino. B)
Representacion de un corte transversal y longitudinal de las regiones del istmo (a), unién istmo-ampula
(b) y @mpula (c), modificado de Yaniz y col., 2000 The Anatomical Record; 260:268-278.



En este contexto, se han descripto diversos mecanismos de transporte que facilitan el
encuentro entre las gametas. Algunos, son propios del tracto reproductor femenino, como las
contracciones oviductales que provocan el movimiento en masa de los espermatozoides que
estan nadando en el seno del fluido oviductal (Guidobaldi y col., 2012; Ito y col., 1991). En
tanto que otros mecanismos guian de manera especifica solo a aquellos espermatozoides que
estan capacitados como la termotaxis (Bahat, 2003), la reotaxis (Miki & Clapham, 2013) y
particularmente la quimiotaxis (Giojalas y col., 2015; Guidobaldi y col., 2012) (Fig. 2).

La quimiotaxis, es la orientacion del movimiento de una célula siguiendo un gradiente
de concentracion de una sustancia quimica (Giojalas y col., 2015). Puede ser positiva cuando
las células son orientadas a favor del gradiente de concentracion de la sustancia,
“quimioatraccion” (Eisenbach, 2004); o puede ser negativa, cuando las mismas se alejan de la
fuente de la sustancia, y se denomina “quimiorepulsion” (Eisenbach, 2004).

Diversas moléculas han sido propuestas como atractantes de espermatozoides (Giojalas
y col., 2015). Entre ellas, la progesterona tiene relevancia fisioldgica debido a que luego de la
ovulacion es secretada por las células del cumulus que rodean al ovocito (Guidobaldi y col.,
2008; Oren-Benaroya y col., 2008; Teves y col., 2006) y se difunde formando un gradiente de
concentracion mas alla del cumulus (Guidobaldi y col., 2008; Teves y col., 2006). Ademas, se
ha demostrado in vitro que concentraciones picomolares de progesterona inducen
quimioatraccién en espermatozoides capacitados de humano, conejo, ratén, bovino y equino
(Dominguez y col., 2018; Gatica y col., 2013; Guidobaldi y col., 2008; Oren-Benaroya Yy col.,
2008; Teves y col., 2006).
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Figura 2. Esquema de la trompa de Falopio. Representacion de los distintos mecanismos de transporte
espermatico y su posible rango de accion. Modificado de Lottero-Leconte y col., 2017. Translational
Cancer Research; 6: S427-S430.



Por otro lado, recientemente, se ha identificado que los espermatozoides de humano,
conejo y raton pueden ser repelidos in vitro, por un gradiente de concentracion de algunos
compuestos esteroideos anédlogos a la progesterona y por el cation de zinc (Guidobaldi y col.,
2017). Los compuestos esteroideos identificados como quimiorepelentes fueron acetato de
ulipristal (UPA), mifepristona y levonorgestrel, los cuales se emplean comunmente como
anticonceptivos de emergencia (Bouchard y col., 2011). EI UPA es uno de los anticonceptivos
de emergencia no hormonales mas eficaces y recientemente mas difundido en el mundo (Brache
y col., 2013; Glasier y col., 2010). Es un compuesto sintético (Fig. 3) que actia como un
modulador selectivo del receptor de progesterona (SPRM) pudiendo tener efecto agonista y/o
antagonista (Chabbert-Buffet y col., 2005) dependiendo de distintos factores, entre ellos de la
presencia o ausencia de progesterona. Su mecanismo de accion como anticonceptivo aln es
poco conocido y algo controvertido (Chabbert-Buffet y col., 2005; Rosato y col., 2016); si bien
se sabe que su principal funcion es la inhibicion o el retraso de la ovulacién (Brache y col.,
2010; Nallasamy y col., 2013), el UPA podria ademas actuar a otros niveles, por ejemplo,
afectando la funcion espermatica (Wilcox y col., 1996). En las mujeres que toman UPA como
anticonceptivo de emergencia, los espermatozoides pueden estar expuestos a ciertas
concentraciones de este SPRM antes de alcanzar el ovocito (Munuce y col., 2012). Estudios
recientes, indican que el UPA en concentraciones micro-molares no tiene efecto en los
espermatozoides en cuanto a la movilidad, vitalidad, integridad del ADN, capacitacion,
reaccion acrosémica e hiperactivacion (Ko y col., 2014). Sin embargo, se ha demostrado que
un gradiente de concentracion de UPA induce quimiorepulsidn en espermatozoides de humano,
conejo y raton (Guidobaldi y col., 2017). Lo que resulta mas interesante aln es que, la presencia
del UPA puede convertir el gradiente atractante de progesterona en quimiorepelente
(Guidobaldi y col., 2017). Ademas, se ha observado que el UPA suprime de manera dosis
dependiente la reaccion acrosémica y la hiperactivacion inducida por progesterona en los

espermatozoides (Ko y col., 2014).
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Figura 3. Férmula estructural del acetato de ulipristal (UPA) y la progesterona.

En cuanto al zinc, se sabe que es un micronutriente que cumple un rol fundamental en
el mantenimiento de diversos procesos fisioldgicos y celulares en mamiferos (Maret, 2013),
como el desarrollo, crecimiento, diferenciacion (Kim y col., 2010), sintesis de proteinas,
sefializacion (Kochanczyk y col., 2015) y apoptosis (Chimienti y col., 2001). El zinc es ademés
un cation esencial para la funcion reproductiva tanto femenina como masculina. Dentro del
tracto reproductor masculino se encuentra en concentraciones muy elevadas (Foresta y col.,
2014; Vallee & Falchuk, 1993) incorporandose a los espermatozoides desde las primeras etapas
de diferenciacion en el testiculo (Kruczynski y col., 1985) hasta la eyaculacion (Bjorndahl y
col., 1986). Posteriormente, para que ocurra la fecundacion, se ha demostrado que es necesaria
la eliminacion de zinc de los espermatozoides durante el proceso de capacitacion (Andrews y
col., 1994; Kerns y col., 2018). Por otro lado, este ion también es muy importante para las
funciones reproductoras femeninas, como la ovulacion y la activacion ovocitaria (Kaki, 2001;
Kimy col., 2010). En el ovocito, el zinc se almacena activamente en vesiculas ubicadas debajo
de la membrana plasmatica durante la maduracion, y las mismas son rapidamente exocitadas
luego de la fecundacion (Kimy col., 2011; Que y col., 2017). Recientemente, se ha demostrado
que el zinc también puede inducir quimiorepulsion en espermatozoides humanos capacitados
cuando esta formando un gradiente de concentracion (Guidobaldi y col., 2017). Pero ademas,
también puede regular la respuesta quimioatractante de la progesterona convirtiéndola en
quimiorepelente (Guidobaldi y col., 2017). Esto sugiere que el zinc, podria regular el proceso
de fecundacion induciendo la quimiorepulsion espermatica luego de la union de las gametas,

evitando asi la poliespermia (Guidobaldi y col., 2017).



La poliespermia es la fusién de dos o mas espermatozoides con un ovocito y, en la
mayoria de los mamiferos es una condicion patoldgica que conlleva a la degeneracién y muerte
del embrién. Se han descripto algunos mecanismos que la previenen como: 1) la reaccion
cortical, que involucra la exocitosis de granulos corticales del ovocito luego de ser fecundado,
donde las sustancias liberadas alteran la zona pelucida evitando que los espermatozoides puedan
atravesarla (Gardner & Evans, 2006); 2) la exocitosis de micro-vesiculas de origen ovocitario
(Saavedra y col., 2014) y 3) la remocion de la proteina Juno de la membrana del ovocito que
participa en la fusion con el espermatozoide (Bianchi y col., 2014). Sin embargo, estos
mecanismos son lentos y demoran entre 30 min y 2 h en ser efectivos. En este sentido, la
quimiorepulsion podria funcionar como un mecanismo rapido para el bloqueo de la
poliespermia, que evitaria la llegada de los espermatozoides capacitados que estan siendo
reclutados activamente para fecundar al ovocito.

Para el estudio de la poliespermia, es necesario realizar experimentos de fecundacion,
por lo que su analisis esta limitado a ciertos modelos animales. En humanos hay limitaciones
éticas y legales en tanto que, en conejos y ratones es necesario sacrificar a los animales s6lo
para obtener quirdrgicamente los ovocitos. En este sentido, el modelo de bovino se presenta
como una alternativa factible para el estudio de la poliespermia. Dado que, los ovocitos se
pueden extraer de ovarios obtenidos en un matadero y los espermatozoides se pueden obtener
a partir de muestras de semen congelado disponible comercialmente. Ademas, los ovocitos
bovinos pueden fecundarse en condiciones in vitro (Parrish y col., 1986) lo que permitiria
estudiar eventos pre- y post-fecundacion.

Por otro lado, se ha demostrado recientemente que los espermatozoides de bovino
congelados/descongelados pueden ser quimioatraidos hacia la progesterona en condiciones in
vitro (Dominguez y col., 2018). Sin embargo, se desconoce si el UPA y/o el zinc, pueden
orientar quimiotacticamente a los espermatozoides bovinos. Asi como también, se desconoce
si la presencia de estas sustancias puede modular la forma en que los espermatozoides bovinos
responden a la presencia de un gradiente de concentracion de progesterona. De acuerdo con los
antecedentes en otras especies de mamiferos, se propone la siguiente hipétesis: “El acetato de
ulipristal y el zinc pueden orientar a los espermatozoides cuando estan en forma de un
gradiente de concentracion y su presencia en el medio puede regular la orientacion mediada

por la progesterona.”
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Objetivo General

“Determinar si la orientacion espermatica en bovinos es regulada por el acetato de ulipristal y
el zinc cuando estan en forma de un gradiente de concentracion, y establecer si su presencia en

el medio puede regular la orientacion mediada por la progesterona”.

Objetivos Especificos

1) Determinar si los espermatozoides de bovino pueden ser orientados por un gradiente
de concentracion de acetato de ulipristal. En otras especies de mamiferos, se ha reportado que
el acetato de ulipristal puede inducir quimiorepulsion espermatica. Por lo tanto, se evaluara el
efecto del acetato de ulipristal en la orientacion de espermatozoides de bovino
congelados/descongelados mediante un ensayo de quimiotaxis in vitro.

2) Determinar el efecto del acetato de ulipristal en la quimioatraccién mediada por un
gradiente de progesterona en bovinos. El acetato de ulipristal puede actuar como agonista o
antagonista del receptor de progesterona y, en otras especies, se ha observado que su presencia
puede convertir un gradiente de progesterona en quimioreplente; por lo tanto, se evaluara si los
espermatozoides de bovino congelados/descongelados pueden ser quimiorepelidos por un
gradiente de progesterona en presencia de acetato de ulipristal mediante un ensayo de
quimiotaxis in vitro.

3) Determinar si los espermatozoides de bovino pueden ser orientados por un gradiente
de concentracion de zinc. En condiciones in vitro, se ha observado que el zinc cuando esté en
forma de gradiente puede inducir quimiorepulsion en espermatozoides de humanos. Por lo
tanto, se evaluard el efecto del zinc en la orientacion de espermatozoides de bovino
congelados/descongelados mediante un ensayo de quimiotaxis in vitro.

4) Determinar el efecto del zinc en la quimioatraccion mediada por un gradiente de
progesterona en bovinos. El zinc es liberado por los ovocitos en ratones, luego de la
fecundacién. En humanos se ha demostrado que podria actuar como un regulador fisiologico
de la quimiorepulsion modulando la actividad quimioatractante de la progesterona
convirtiéndola en quimiorepelente; por lo tanto, se evaluaré si los espermatozoides de bovino
congelados/descongelados pueden ser quimiorepelidos por un gradiente de progesterona en

presencia de zinc homogéneo mediante un ensayo de quimiotaxis in vitro.
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Materiales y Métodos

Consideraciones Eticas. El uso de gametas masculinas de bovino no requiere de la aprobacion

de un comité de ética ya que no se mantendran animales y se emplearan muestras de semen
congelados obtenidos comercialmente a empresas habilitadas para tal fin. El uso de muestras
humanas conté con la aprobacion del comité de Etica del Hospital Nacional de Clinicas
(Universidad Nacional de Cérdoba #06/10/E). Las muestras fueron tratadas de acuerdo con la

declaracion de Helsinki, previo consentimiento informado por escrito de los participantes.

Reactivos y medios de cultivo. Todos los reactivos empleados fueron adquiridos a la empresa
Sigma-Aldrich (St. Lois, EE. UU.). Como medio de cultivo para separar y capacitar a los
espermatozoides de bovino se utilizé el medio Sp-TALP (Parrish y col., 1988) el cual esta
compuesto por NaCl 100 mM, KCI 3,1 mM, NaHCO3 25 mM, NaH2PO4 0,3 mM, lactato de
sodio 21,6 mM, CaCl, 2 mM, MgCl2 0,4 mM, piruvato de sodio 1 mM, a pH 7,4, suplementado
con HEPES 10 mM, albumina sérica bovina al 0,3% y gentamicina 50 pg/ml.

Como medio de cultivo para separar y capacitar los espermatozoides humanos se utilizé
el medio formulado por Biggers, Whitten y Whittingham (Biggers y col., 1971) que esta
compuesto por NaCl 95 mM, KCI 4,8 mM, CaCl, 1,3 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSO04 1,2 mM,
NaHCO3 25 mM, lactato de sodio 20 mM, glucosa 5mM, piruvato de sodio 0,25 mM, a pH 7,4,

suplementado con HEPES 45 mM y albdmina sérica bovina al 3%.

Obtencidn y preparacion de los espermatozoides.

Los espermatozoides de bovino se obtuvieron a partir de muestras de semen comercial
congelado, provenientes de toros de probada fertilidad y se mantuvieron en nitrégeno liquido
(-196°C) hasta el momento de utilizarlas. Las muestras contenidas en pajuelas se descongelaron
durante 30 segundos a 38,5°C en un bafio termostatizado. Luego, se cort6 la pajuela por un
extremo y se recuper6 el semen descongelado en un tubo tipo eppendorf. Los espermatozoides
se separaron del plasma seminal y el crio-protector con la técnica de migracién sedimentacion
(Teay col.,1984). La camara de separacion de espermatozoides (Fig. 4) se cargd con 1 ml de
medio de cultivo iniciando la carga en el tubo interior; luego, se colocaron 200 pl de semen por
fuera del tubo interior y se incubd durante 90 min en estufa gaseada con 5% de CO; y a 38,5°C.
De esta manera, los espermatozoides nadan fuera del semen y migran al tubo interior dénde
inician la capacitacidn espermatica. Luego del periodo de incubacion, se recuper6 el contenido

del tubo interior y se determind la concentracion de espermatozoides mediante una camara
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Neubauer. Para ello, se tomo una alicuota de 20 ul de la solucion de espermatozoides Yy se le
agrego 180 pl de agua destilada, para detener el movimiento de estos. Luego se colocaron 10
ul de la solucion en la cdmara de Neubauer y se contaron los espermatozoides en toda la
cuadricula central de la misma en un microscopio de contraste de fase a 400x (Olympus CX41,
Tokio, Japon). Este procedimiento se repitid por lo menos 3 veces. EI promedio de
espermatozoides en la cdmara central se multiplico por 100.000 (factor de dilucién x 10.000)
para determinar la concentracion espermatica, ajustandose luego a 2x10° espermatozoides/ml
en medio sp-TALP.

Los espermatozoides humanos se obtuvieron a partir de muestras de semen de donantes
voluntarios obtenidas por masturbacién, con un periodo de abstinencia sexual de entre 48 y 120
h. Sélo se utilizaron aquellas muestras consideradas normales seguin el criterio de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2010). Los espermatozoides se separaron del plasma
seminal con la técnica de migracion-sedimentacién (Teay col.,1984) durante 60 min, en estufa
gaseada con 5% de CO. y a 37°C utilizando medio BWW. Una vez recuperados los
espermatozoides se evaluo el porcentaje de células mdviles utilizando una camara Mackler a
37°C y se determind la concentracién celular en la camara de Neubauer. Finalmente, con el fin
de inducir la capacitacion espermatica, los espermatozoides se incubaron durante 4 horas
posteriores a la separacion del plasma seminal a una concentracion de 6x10°

espermatozoides/ml en estufa gaseada con 5% de CO2 y a 37°C.
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Figura 4. Camara de separacion de espermatozoides por migracion-sedimentacion. La cAmara esta
constituida por dos compartimientos donde se siembra el semen (A’) y donde se recuperan los
espermatozoides (A). La camara se llena con medio de cultivo indicado en color rosa.
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Evaluacién de la quimiotaxis por medio de un ensayo de acumulacion. Para evaluar la

orientacion de los espermatozoides inducida por un gradiente de concentracion se empleé el
Ensayo de Seleccion Espermatica (ESE) (Gatica y col., 2013; Guidobaldi y col., 2017). La
camara del ESE esta formada por dos compartimientos unidos por un puente de 2 mm. Los
espermatozoides se colocaron en el compartimiento 1 (W1) y las sustancias a evaluar
(progesterona, UPA o zinc) se colocaron en el compartimiento 2 (W2). De esta manera, las
sustancias forman un gradiente de concentracion por difusion pasiva en el tubo conector (TC)
entre ambos compartimientos (Fig. 5).

En bovinos, la camara se incubd por 10 min en estufa gaseada con 5% de CO, a 38,5°C.
Luego, se recupero la solucion del W2 y se determind la concentracion de células acumuladas.
Como control negativo, se coloco en el W2 medio de cultivo. En espermatozoides humanos se
Ilevd a cabo el mismo procedimiento, pero se incubd la camara del ESE por 20 min en estufa
gaseada con 5% de CO; a 37°C.

En el caso de que las sustancias induzcan quimioatraccion, se espera encontrar un
incremento en la cantidad de células acumuladas en el W2 respecto del control negativo. Por el

contrario, en caso de inducir quimiorepulsion, se espera una disminucion significativa respecto

dd

E S

1C

W1 W2

del control negativo.

Figura 5. C&mara de Seleccion Espermatica. E, espermatozoides; S, sustancia a evaluar
(Progesterona, UPA o zinc); TC, tubo conector; W1y W2, compartimento 1y 2.

Determinacién del porcentaje de acumulacién espermatica en el W2. La poblacién espermaética

recuperada del W2 se fijé con formol al 1% por 20 min a temperatura ambiente y luego se
determind la concentracion de espermatozoides recuperados utilizando una camara de

Neubauer, en un microscopio de contraste de fase a 400x (Olympus CX41, Tokio, Japon).
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Luego, se determiné el porcentaje de recuperacion espermatica de acuerdo con la siguiente

férmula:

Concentracién de espermatozoides en W2 o

% Recuperacion = — - X
P Concentracion inicial de espermatozoides en W1

Para determinar el porcentaje de acumulacién de espermatozoides inducida por el tratamiento,

se aplico la siguiente la formula:
% Acumulaciéon = % RecupeTaCiénTRATAMIENTO — % RecupeTaCién CONTROL NEGATIVO

Determinacién de parametros cinéticos. La determinacion de pardmetros cinéticos (velocidad

y tipo de movimiento) se realiz6 por medio de video microscopia y analisis de imagenes
(Mortimer & Swan, 1995). Para ello, se colocaron 10 pl de la suspension de espermatozoides
en un portaobjeto templado a 38,5°C en una platina térmica, y se cubrio la gota con un
cubreobjetos. Se sellaron los bordes con vaselina para evitar posibles flujos debido al ingreso
de aire. Las muestras se observaron en un microscopio invertido de contraste de fase Nikon Ti-
S (Nikon Instruments Inc., New York, USA) a 100x y se registré el movimiento espermatico
con una camara digital Nikon Ds-Qil mediante el software NIS-elements Br 3.06 (Nikon
Instruments Inc., New York, EE. UU.). Las grabaciones se realizaron durante 5 segundos a 30
Hz de frecuencia, con una resolucion de 640x480 pixeles. Las trayectorias de los
espermatozoides se determinaron con el programa FIJI (Schindelin y col., 2012), mediante el
plug in Particle Tracker (Chenouard y col., 2014; Shalzarini & Koumoutsakos, 2005) y los
pardmetros cinéticos se evaluaron con la macro paNoel 1.0.0 (Universidad Nacional de
Cérdoba; http://lwww.iibyt.conicet.unc.edu.ar/files/AG-paNoel-1.0.0.ijm_.zip).

Andlisis estadistico. Las diferencias entre tratamientos se establecieron mediante el andlisis de

la varianza (ANAVA), a menos que se especifique lo contrario en el pie de la figura. Las
diferencias se consideraron significativas con un nivel de confianza P<0,05. Para todos los
analisis se probaron los supuestos de normalidad. Los analisis estadisticos se realizaron con el

programa “InfoStat” (Di Rienzo y col., 2011).
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Resultados

Verificacidn de la respuesta quimiotactica de los espermatozoides bovinos a progesterona.

La progesterona induce quimioatraccion in vitro en espermatozoides de humano (10
pM) (Oren-Benaroya y col., 2008), conejo y raton (100 pM) (Guidobaldi y col., 2008; Teves y
col., 2006). Recientemente, Dominguez y col. han reportado que los espermatozoides de bovino
también responden quimiotacticamente hacia la progesterona a una concentracion 1 pM. Por lo
tanto, realizamos un ensayo dosis respuesta para verificar la concentracion de progesterona
Optima a la que responden quimiotacticamente los espermatozoides de bovino a los fines de
emplearla como control positivo. Para ello, se realiz6 el ESE empleando espermatozoides
bovinos capacitados y se evalud el porcentaje de acumulacion espermatica inducido por
distintas concentraciones de progesterona (10, 1 y 0,1 pM). Como control negativo, se empled

medio de cultivo sp-TALP.

En la Figura 6 se observa que hubo un incremento significativo en el porcentaje de
espermatozoides acumulados en presencia de progesterona; siendo la concentracion 1 pM la de
mayor respuesta, coincidentemente con lo reportado previamente (Dominguez y col., 2018).
Ademas, se observa que la respuesta tiene forma de campana, lo cual es caracteristico de la
respuesta quimiotactica (Adler, 1973). A partir de estos resultados, en los siguientes
experimentos se establecio la concentracion 1 pM de progesterona como control positivo de

quimioatraccién en espermatozoides de bovino.
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S c
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Figura 6. Los espermatozoides de bovino responden quimiotacticamente a la progesterona.
Porcentaje de acumulacién de espermatozoides en el W2 de la cdmara del ESE respecto de la media del
control negativo de sp-TALP (control). Los resultados estan expresados como la media + E.E. de 3
experimentos independientes. Letras mindsculas iguales (a, b, c) indican que no hay diferencias
significativas entre tratamientos.
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Verificacion de la respuesta quimiorepelente de los espermatozoides humanos al acetato

de ulipristal.

Recientemente se reportado que el UPA induce quimiorepulsion en espermatozoides de
humano, conejo y raton (Guidobaldi y col., 2017). Por lo tanto, decidimos verificar el efecto
quimiorepelente del UPA en espermatozoides humanos mediante el ESE, para emplearlo como
un control positivo de quimiorepulsion. Para ello, evaluamos el efecto de un gradiente
ascendente de UPA (210 pM) vy el efecto del UPA homogéneo (210 pM) en presencia de un
gradiente de concentracidn de progesterona (10 pM). En paralelo, se realizé un control negativo
empleando medio de cultivo BWW y un control positivo de quimioatraccion empleando
progesterona 10 pM (Guidobaldi et al., 2017).

En la figura 7 se observa que, tal como se ha reportado previamente, la presencia de un
gradiente ascendente de UPA induce quimiorepulsion. En tanto que, el gradiente de
progesterona que normalmente es atractante, en presencia del UPA homogéneo se convierte en

quimiorepelente (P grad + UPA homo).
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Figura 7. El acetato de ulipristal induce quimiorepulsién en los espermatozoides humanos. Efecto
en la orientacion espermatica inducido por un gradiente ascendente de UPA 210 pM (UPA grad), un
gradiente ascendente de progesterona 10 pM (P grad) y un gradiente de progesterona 10 pM en presencia
de UPA 210 pM distribuido homogéneamente (P grad + UPA homo). Los resultados estan expresados
como la media + E.E. de 3 de experimentos independientes. Letras minasculas iguales indican que no
hay diferencias significativas entre tratamientos.
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El acetato de ulipristal induce quimioatraccion en espermatozoides bovinos in vitro.

Habiendo verificado la accion del UPA en humanos, procedimos a evaluar si los
espermatozoides de bovino capacitados in vitro pueden ser orientados por el UPA. Para ello se
realiz6 el ESE evaluando el porcentaje de acumulacion espermatica inducido por distintas
concentraciones de UPA. En paralelo, se realizé un control negativo empleando medio de
cultivo sp-TALP en el W2 y un control positivo de quimioatraccion empleando progesterona
1 pM.

En la figura 8, se observa que en presencia de un gradiente ascendente de UPA hay una
acumulacién significativa de espermatozoides respecto del control negativo. La maxima
acumulacién se observo a una concentracion 1 pM de UPA, y la respuesta fue similar a la
acumulacion inducida por el control positivo de progesterona. También, se puede observar que
la respuesta de acumulacion en funcion de la concentracion de UPA tiene una forma de

campana, lo cual sugiere que esta inducida por un mecanismo de quimioatraccion (Adler 1973).
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Figura 8. El acetato de ulipristal (UPA) induce quimioatraccion en espermatozoides bovinos in
vitro. Se evalud el porcentaje de acumulacion espermética inducida por un gradiente ascendente de UPA
a distintas concentraciones (0,1 a 10.000 pM). Se empleé medio sp-TALP como control negativo
(control) y progesterona 1 pM (P) como control positivo de quimioatraccion. Los resultados estan
expresados como la media + E.E. de 3 a 7 experimentos independientes. Letras mintsculas iguales (a,
b) indican que no hay diferencias significativas entre tratamientos.
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El acetato de ulipristal no modifica los parametros cinéeticos de los espermatozoides

bovinos.

La acumulacion de espermatozoides en el W2 del ESE puede deberse a un mecanismo
de quimioatraccion, pero también puede deberse a quimiocinesis (un incremento en la velocidad
de los espermatozoides) o a un atrapamiento (inducido por un cambio en el patrén de
movimiento) (Giojalas y col., 2015). Por ello, se pre-incubaron los espermatozoides por 10
minutos con distintas dosis de UPA y luego se les evalud por video-microscopia y analisis de
imagen la velocidad y el patrén de movimiento (lineal, transicional e hiperactivado). También
se evaluo el efecto de la progesterona 1 pM y el medio de cultivo sp-TALP como control

negativo.

Los resultados muestran que el UPA no induce cambios en la velocidad curvilineal
(VCL,; Fig. 9a), en la velocidad lineal (VSL; Fig. 9b) ni en la velocidad promedio (VAP; Fig.
9c). También se observa que no induce cambios en el patron de movimiento respecto de la

progesterona y del control negativo (Fig. 10).

En conjunto, estos resultados indican que la acumulacion espermatica inducida por el

gradiente de UPA es debido a un mecanismo de quimioatraccion.
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Figura 9. El acetato de ulipristal (UPA) no modifica la velocidad de los espermatozoides bovinos.
La presencia de UPA o progesterona (P) no afecta la velocidad de movimiento de los espermatozoides
respecto del control negativo. Los resultados estan expresados como la media + E.E. de 3 experimentos
independientes. Letras minusculas iguales indican que no hay diferencias significativas entre

tratamientos.
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Figura 10. El acetato de ulipristal (UPA) no modifica el patron de movimiento de los
espermatozoides bovinos. La presencia de UPA o progesterona (P) no afecta el tipo de movimiento de
los espermatozoides. Control, medio sp-TALP. Los resultados estan expresados como la media + E.E.
de 3 experimentos independientes. No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
para todos los tipos de movimiento (lineal, transicional e hiperactivado).

El acetato de ulipristal inhibe la quimioatraccion inducida por la progesterona en

espermatozoides bovinos.

Se ha reportado que la respuesta quimioatractante de los espermatozoides hacia la
progesterona puede modificarse en presencia del UPA, convirtiendo a la progesterona en
quimiorepelente en humanos, conejo y ratén (Guidobaldi y col., 2017). Por lo tanto, evaluamos
el efecto del UPA sobre la orientacion quimiotactica de los espermatozoides de bovino hacia la
progesterona. Para ello, los espermatozoides se pre-incubaron con distintas concentraciones de
UPA por 10 min y luego se realizé el ESE colocando los espermatozoides con UPA en el W1.
La progesterona 1 pM junto al UPA se coloco en el W2, en tanto que el tubo conector se cargo
con UPA en medio de cultivo. De esta manera, el UPA quedé distribuido en forma homogénea
en toda la camara del ESE y los espermatozoides enfrentados a un gradiente ascendente de
progesterona. Luego, se evaluo el porcentaje de acumulacion de espermatozoides en el W2

respecto de un control negativo de medio de cultivo sp-TALP.

En la figura 11 se observa que la acumulacion inducida por la progesterona es inhibida
en presencia del UPA homogeéneo hasta la concentracion 1 pM y esta inhibicion se revierte a
una concentracion de UPA 0,1 pM. La presencia de UPA distorsiona el gradiente de
progesterona debido a un efecto aditivo en la concentracion de “ambos atractantes” dando como

resultado una concentracion final mayor a la atractante e inhibiendo la respuesta
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quimioatractante hacia la progesterona. En tanto que, por debajo del umbral de concentracion
de méxima respuesta del UPA (1 pM), el efecto aditivo no es significativo, por lo tanto, no
distorsiona significativamente el gradiente y por ello, los espermatozoides pueden ser

quimioatraidos hacia la progesterona.
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Figura 11. EI UPA inhibe la orientacién quimiotactica hacia la progesterona en espermatozoides
bovinos. Los espermatozoides capacitados, se pre-incubaron con diferentes concentraciones de UPA y
luego se emplearon para realizar el ESE empleando progesterona 1 pM como quimioatractante. EI UPA
se agregd de manera tal de que quedara distribuirlo homogéneamente en la camara del ESE. Los
resultados estan expresados como la media + E.E. de 4 experimentos independientes. Letras minudsculas
iguales indican gue no hay diferencias significativas entre tratamientos.

En conjunto, estos resultados sugieren que en espermatozoides bovinos el UPA estaria
actuando como un agonista de la progesterona debido a que, induce quimioatraccion cuando
estd sélo en forma de gradiente, e inhibe la respuesta quimioatractante hacia la progesterona

cuando estéan juntos.
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El zinc induce quimioatraccion en espermatozoides bovinos in vitro.

Al igual que el UPA, en humanos se ha observado que el zinc cuando esta en forma de
gradiente puede inducir quimiorepulsion en espermatozoides. Por lo tanto, se evaluo el efecto
del zinc en la orientacion de espermatozoides bovinos mediante el ESE. De esta manera, los
espermatozoides capacitados se enfrentaron a un gradiente de concentracion ascendente de zinc
en un ensayo dosis dependiente. En paralelo, se realizo un control negativo empleando medio
de cultivo sp-TALP y un control positivo de quimioatraccion empleando progesterona 1 pM.
Luego, se evalud el porcentaje de acumulacion de espermatozoides en el W2 respecto del

control negativo.

En la figura 12 se observa que en presencia de un gradiente ascendente de zinc hay una

acumulacion significativa de espermatozoides en el W2 respecto del control negativo.

-
(&)
1

% Acumulacion
-—
(8,1 o
1 1

o
L

control P 5 50 500

ZINC [uM]

Figura 12. El zinc induce quimioatraccién en los espermatozoides bovinos in vitro. Se evalu6 el
porcentaje de acumulacién espermatica inducida por un gradiente ascendente de zinc a distintas
concentraciones (5 a 500 uM). Se empleé medio sp-TALP como control negativo (control) y
progesterona 1 pM (P) como control positivo de quimioatraccion. Los resultados estan expresados como
la media = E.E. de 3 experimentos independientes. Se realiz6 un test “t” para diferencias respecto del
control. Asteriscos (*) indican diferencias significativas.
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El zinc no modifica los parametros cinéticos de los espermatozoides bovinos.

Como mencionamos anteriormente, la acumulacion de espermatozoides en el W2 del
ESE puede deberse a quimioatraccion, quimiocinesis o atrapamiento (Giojalas y col., 2015). En
consecuencia, evaluamos si el zinc afecta la velocidad o el patron de movimiento de los
espermatozoides bovinos por video-microscopia y andlisis de imagenes. En paralelo se evalud
el efecto de la progesterona 1 pM y el medio de cultivo sp-TALP como controles positivo y
negativo respectivamente.

Los resultados muestran que el zinc no induce cambios en la velocidad curvilineal
(VCL; Fig. 13a), excepto a la concentracion 500 uM. En tanto que la velocidad lineal (VSL;
Fig. 13b) y la velocidad promedio (VAP; Fig. 13c) no se vieron afectadas por la presencia del
zinc. También, se observd que el zinc no indujo cambios significativos en el patron de
movimiento respecto de los control positivo y negativo (Fig. 14).

En conjunto, estos resultados sugieren que la acumulacion espermaética obtenida en el

W?2 inducida por el gradiente de zinc es debido a un mecanismo de quimioatraccion.
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Figura 13. El zinc no modifica la velocidad de los espermatozoides bovinos. La presencia de zinc
0 progesterona (P) no afecta la velocidad de movimiento de los espermatozoides respecto del control
negativo. Los resultados estan expresados como la media * E.E. de 3 experimentos independientes para
cada tratamiento. Letras mindsculas iguales indican que no hay diferencias significativas entre

tratamientos.
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Figura 14. El zinc no modifica el patrén de movimiento de los espermatozoides bovinos. La
presencia de zinc o progesterona (P) no afecta el tipo de movimiento de los espermatozoides. Control,
medio sp-TALP. Los resultados estdn expresados como la media = E.E. de 3 experimentos
independientes. No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos para todos los tipos
de movimiento (lineal, transicional e hiperactivado).

El zinc no afecta la quimioatraccion inducida por la progesterona en espermatozoides

bovinos.

En humanos, se ha reportado que el zinc puede convertir la respuesta quimioatractante
de progesterona en quimiorepelente en condiciones in vitro (Guidobaldi y col., 2017). Por lo
tanto, se evalud el efecto del zinc sobre la quimioatraccién espermatica mediada por la
progesterona en bovinos. Para ello, los espermatozoides se pre-incubaron con distintas
concentraciones de zinc por 10 min y luego se realiz6 el ESE colocando los espermatozoides
con zinc en el W1. La progesterona 1pM junto con el zinc se colocé en el W2, en tanto que el
tubo conector se cargo6 con zinc en medio de cultivo. De esta manera, el zinc quedd distribuido
en forma homogénea en toda la cdAmara del ESE y los espermatozoides enfrentados a un
gradiente ascendente de progesterona. En paralelo, se realizd un control negativo empleando
medio de cultivo sp-TALP y un control positivo de quimioatraccién hacia progesterona 1 pM.

Luego, se evaluo el porcentaje de acumulacion de espermatozoides en el W2.

En la figura 15 se observa que, en presencia de zinc homogéneo y de un gradiente
ascendente de progesterona, hay una acumulacion significativa de espermatozoides en el W2
respecto del control negativo y que no se diferencia del control positivo de progesterona, aunque

se observa un incremento en la magnitud de la respuesta.
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Figura 15. El zinc no afecta la quimioatraccion inducida por la progesterona en espermatozoides
bovinos. Los espermatozoides capacitados, se pre-incubaron con diferentes concentraciones de zinc y
luego se emplearon para realizar el ESE empleando progesterona 1 pM como quimioatractante. El zinc
se agregd de manera tal de que quedara distribuirlo homogéneamente en la camara del ESE. Los
resultados estan expresados como la media + E.E. de 5 experimentos independientes. Se realizé un test
“t” para diferencias respecto del control. Asteriscos (*) indican diferencias significativas.

En conjunto, estos resultados sugieren que el zinc puede inducir quimioatraccion en
espermatozoides bovinos. Y su presencia, no altera la forma en que los espermatozoides se

orientan hacia la progesterona.
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Discusién

En el presente trabajo se observdO que el UPA induce quimioatraccion en
espermatozoides bovinos cuando estd formando un gradiente y la presencia de esta sustancia
inhibe el efecto quimioatractante de la progesterona. Debido a que se ha reportado que el UPA
induce quimiorepulsion en otras especies, verificamos el efecto del UPA en espermatozoides
humanos y corroboramos que en estos induce quimiorepulsién y que convierte el gradiente
atractante de progesterona en repelente. Confirmando de esta manera que los resultados
observados en bovinos son propios de esta especie. También se observo que un gradiente de
zinc induce guimioatraccion en bovinos. Sin embargo, la presencia de este cation no inhibe la

quimioatraccién mediada por la progesterona e incluso podria estimularla.

La fecundacion en mamiferos es el resultado del encuentro y fusion de un ovocito con
un solo espermatozoide. Esta relacion 6ptima de gametas (1:1), es el resultado de un delicado
balance entre la necesidad de garantizar la llegada de un espermatozoide fisiol6gicamente apto
y a la vez, evitar que el “resto” logre llegar al ovocito. En este sentido, los mecanismos de
orientacion espermatica cumplirian una funcion activa regulando el proceso de fecundacion.
Asi como la quimioatraccién permitiria seleccionar y guiar a los espermatozoides que estan
aptos para fecundar (Giojalas y col., 2015), la quimiorepulsion podria evitar la poliespermia
actuando de manera inmediata luego de la fecundacion (Guidobaldi y col., 2017). En
mamiferos, las células del cumulus secretan activamente progesterona (Guidobaldi y col., 2008;
Oren-Benaroya y col., 2008; Teves y col., 2006) que puede formar un gradiente de
concentracion mas alla del cumulus atrayendo a los espermatozoides capacitados (Giojalas y
col., 2015).

Recientemente, se ha demostrado en varias especies, que el gradiente de progesterona
se puede convertir en quimiorepelente en presencia de sustancias andlogas a la progesterona
como el UPA o en presencia de zinc (Guidobaldi y col., 2017), que es un cation liberado por el
ovocito fecundado (Kim y col., 2011; Que y col., 2017). Sin embargo, este mecanismo de

repulsion no se observo en espermatozoides de bovino evaluados en esta tesina.

En bovinos, se observé que el UPA indujo una acumulacion significativa de
espermatozoides en el ESE de manera dosis dependiente y en forma de campana (Adler, 1973),
sin afectar los pardmetros cinéticos lo cual es compatible con un mecanismo de
quimioatraccion. (Giojalasy col., 2015). Ademas, se observo que la presencia de esta sustancia

inhibe la respuesta quimioatractante hacia la progesterona. La respuesta quimiotactica depende
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de la distribucién en forma de gradiente del atractante (Adler, 1973) y de la concentracion
especifica del mismo (Ufiates y col., 2014). Dado que, en bovinos el UPA estaria actuando
como agonista de la progesterona, al colocar ambos compuestos juntos la concentracion final
del “atractante” es igual a la suma de concentraciones (Ufates y col., 2014) y la respuesta
quimiotactica es acorde a la concentracion final. Cuando la concentracion de UPA fue igual o
mayor a la concentracion quimioatractante (1pM), la respuesta hacia la progesterona fue
inhibida. Sin embargo, a concentraciones de UPA menores a la concentracion atractante, la
respuesta quimioatractante hacia la progesterona no se vio afectada, debido a que la
concentracion del gradiente resultante de ambos compuestos es similar a cuando esta solo la

progesterona.

En cuanto al efecto del zinc en la orientacion quimiotactica de espermatozoides de
bovino, se observo que un gradiente de zinc puede inducir una acumulacion significativa de
espermatozoides en el ESE. Dado que no se vieron afectados los pardmetros cinéticos, esta
respuesta es compatible con un mecanismo de quimioatraccion (Giojalas y col., 2015). Por otro
lado, la presencia de zinc no inhibio la respuesta quimiotactica inducida por un gradiente de
progesterona y, por el contrario, se observO una tendencia a incrementar la respuesta
quimioatractante inducida por esta. A diferencia de lo observado en humanos (Guidobaldi y
col., 2017), los resultados sugieren que en bovinos el zinc puede inducir quimioatraccion per

se y que su presencia podria potenciar la respuesta quimioatractante de la progesterona.

Los resultados del efecto del UPA y el zinc obtenidos en esta tesina plantean nuevos
interrogantes sobre la participacion de estas sustancias en la regulacion de la quimiorepulsion.
Si bien resulta evidente que todos los espermatozoides de mamiferos tienen el mismo objetivo
de encontrar y fecundar al ovocito, los mecanismos moleculares que utilizan para este fin
pueden diferir entre las especies (Lishko y col., 2016). Y, de la misma manera, es posible inferir
que también podrian variar los mecanismos que utilizan para evitar que ocurra la poliespermia.
La liberacion de zinc por ovocitos fecundados sélo ha sido reportada hasta el momento en raton
(Kim y col., 2011), por lo que en bovinos podrian existir otra/s sustancia/s quimiorepelente/s
liberadas por el ovocito luego de la fecundacion y no identificadas hasta el momento. Asi como
también es posible que en bovinos la regulacion de la poliespermia no dependa de la

quimiorepulsion.

Por otro lado, en el trabajo donde se caracterizO previamente la quimiorepulsion en
varias especies de mamiferos (Guidobaldi y col., 2017), los experimentos se realizaron con
muestras de semen fresco. Sin embargo, en esta tesina se utilizaron muestras de semen bovino
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criopreservadas. La criopreservacion resulta una técnica atil para conservar material genético
con potencial fértil disponible en cualquier época del afio (Watson, 1995). Pero también, es un
procedimiento que afecta la estructura y la fisiologia celular y en algunos casos, de manera
irreversible. Se sabe que, durante la congelacion y descongelacion de las muestras, se producen
alteraciones celulares que causan la muerte de gran parte de las células debido al dafio
ocasionado durante el procesamiento y también, alteraciones a nivel de la membrana plasmatica
en las células que permaneces vivas (Parks & Graham, 1992; Watson, 2000). Durante la
congelacién/descongelacion, se altera la composicion lipidica y la fluidez de la membrana
plasmatica (Watson, 2000). Ademdas, se ha reportado que los espermatozoides
congelados/descongelados tienen problemas para llevar a cabo uniones del tipo receptor-
ligando y se ven afectados a menudo los mecanismos de sefializacion intracelular (Watson,
2000). Por ejemplo, se ve afectada la capacidad del espermatozoide para interaccionar con el
epitelio oviductal (Ellington y col., 1999) y para interaccionar con las vestiduras del ovocito
(Oehninger y col., 1993). Estas alteraciones en la membrana plasmatica quizas podrian estar
afectando la sefializacion intracelular de la respuesta quimiorepelente, inducida por el zinc y/o
el UPA.

Si bien aln no se ha identificado el receptor de progesterona involucrado en la
quimiotaxis, hay indicios de que la quimioatraccion y la quimiorepulsion compartirian la misma
via de sefializacion (Molino y col., 2015), lo cual sugiere que ambos mecanismos de orientacion
podrian estar regulados por el mismo receptor de membrana. Resultados preliminares de
nuestro laboratorio, sugieren que el receptor de progesterona, mPRa, que esta presente en la
membrana plasmatica de varias especies animales, incluidos los mamiferos (Thomas, 2008),
estaria regulando la quimioatraccion hacia la progesterona (Guidobaldi, comentario personal).
Este receptor, ademas del sitio de unidn de progesterona, posee un sitio de union para zinc, no
obstante, aln debe determinarse como participa este cation en la regulacion del receptor y su
relacion con la quimiotaxis. Cabe la posibilidad de que las alteraciones de membrana inducidas
por la criopreservacion afecten al receptor y por ende a la orientacion espermatica. No obstante,
todavia queda por corroborar la participacién de este receptor en la quimiotaxis de
espermatozoides bovinos congelados/descongelados. También, seria pertinente evaluar en otras
especies de mamiferos donde se ha observado quimiorepulsion, si la criopreservacion puede

alterar la respuesta quimiorepelente hacia el UPA y/o hacia el zinc.

En sintesis, en este trabajo se evalud el efecto de dos compuestos previamente

caracterizados como quimiorepelentes. La combinacion de resultados obtenidos, demostraron
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que el UPA y el zinc inducen quimioatraccion en espermatozoides congelados/descongelados
de bovino. Estos resultados, plantean nuevos interrogantes sobre la regulacion de la quimiotaxis

espermatica en mamiferos.
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