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EFECTO DEL FLUIDO FOLICULAR SOBRE LA CAPACIDAD DE UNION A ZONA
PELUCIDA DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS DE ALPACA (Vicugna pacos)

Effect of folicular fluid on the capacity of binding to the zona pellucida of epididimary sperm
of alpaca (Vicugna pacos)

Bravo Zeze, Bricefio Ruben, Martha Valdivia*

Laboratorio de Fisiologia de ~ ABSTRACT
la Reproduccién animal,

Facultad de Ciencias Follicular fluid is the liquid fraction that surrounds the oocyte during its growth and maturation in
Biolégicas Universidad the ovary. The components of the follicular fluid can favor the functionality of the sperm. In the
Nacional Mayor de San present research, the binding to the zona pellucida of epididymal spermatozoa of alpaca
Marcos, Lima, Perd. incubated with follicular fluid was studied. In the experiment a control group and a treatment

group were used. The sperm from the control group and the treatment were incubated with zona
pellucidae. The incubation of the treatment group was performed in the presence of follicular fluid

* Corresponding author: at a concentration of 30%; while the incubation of the control group occurred in the absence of
Martha Valdivia Cuya. follicular fluid. It was observed that a greater number of spermatozoa joined the zona pellucida
Facultad de Ciencias in the group incubated in the presence of follicular fluid. It was found that there were statistical
Biolégicas Universidad differences between treatment and control. It is concluded that alpaca follicular fluid enhances the
Nacional Mayor de San in vitro binding of spermatozoa to the zona pellucida of this species.

Marcos, Lima, Perd.
Keywords: Alpaca, follicular fluid, zona pellucida, epididymal sperm, gametic interaction.

E-mail:
mvaldiviac@unmsm.edu.pe RESUMEN

El fluido folicular es la fraccién liquida que rodea al ovocito durante su crecimiento y maduracion
en el ovario. Los componentes del fluido folicular pueden favorecer la funcionalidad de los
espermatozoides. En el presente trabajo se ha estudiado la unién a zona pelicida de
espermatozoides epididimarios de alpaca incubados con fluido folicular de esta especie. En el
experimento se utilizé un grupo control y un grupo tratamiento. Los espermatozoides del grupo
control y el tratamiento fueron incubados con zonas pelicidas. La incubacién del grupo tratamiento
se realizé en presencia de fluido folicular a una concentraciéon de 30%; mientras que la incubacién
del grupo control se dio en ausencia de fluido folicular. Se observé que un mayor nimero de
espermatozoides se unian a la zona pelicida en el grupo incubado en presencia de fluido folicular.
Se encontré que habia diferencias estadisticas entre el tratamiento y el control. Se concluye que el
fluido folicular de alpaca favorece la unién in vitro de espermatozoides a la zona pelicida de
esta especie.

Palabras clave: Alpaca, fluido folicular, zona pelicida, espermatozoides epididimarios, interaccién
gamética.
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INTRODUCTCION

El fluido folicular es la fraccién liquida que rodea al ovocito
durante su desarrollo en el ovario, especificamente, dentro del
foliculo ovdrico (Gosden et al, 1988). El fluido folicular
contiene sustancias que son importantes para el crecimiento y
maduracién del ovocito como FSH, LH, progesterona, estradiol
y factores de crecimiento (Gosden et al., 1988; Basuino y
Silveira, 2015). Se ha podido observar que el fluido folicular
puede estimular las funciones espermdticas relacionadas con la
capacidad fecundante en varias especies. Por ejemplo, se ha
reconocido que el fluido folicular tiene un efecto favorable en
la movilidad espermatica (Yanagimachi, 1969; Tesarik, 1985;
McNutt et al., 1994; Jeon et al.,, 2001; Briton-Jones et al.,
2001; Getpook y Wirotkarun, 2007; Esmaeilpour et al., 2014;
Leemans et al., 2015) y la reaccién acrosomal (Yanagimachi,
1969; Thérien et al., 2001; Thérien et al., 2005). En el caso de
la alpaca, Bravo & Valdivia (2017) pudieron observar que el
fluido folicular estimulaba la movilidad espermdatica. Sin
embargo, el efecto in vitro del fluido folicular en la interaccién
gamética ha sido muy poco estudiado. Qiao et al., (1998)
observaron que el fluido folicular humano reducia la
capacidad fecundante de los espermatozoides; mientras que
Basuino y Silveira (2015) propusieron el uso del fluido folicular
como suplemento para la fertilizacién in vitro en humanos.

Se ha reconocido que la capacidad fecundante de los
espermatozoides puede ser evaluada mediante el ensayo de

unién a zona pelicida, que mide el nimero de
espermatozoides que se unen a la zona pelicida del ovocito;
ademds esta prueba integra las diversas funciones

espermdticas que son necesarias para la interaccién con el
gameto femenino (Meyers et al.,, 1995; Oehninger et al,
1997; Fazeli et al., 1997; Liu y Baker, 2000; Oehninger et al.,
2000; Gonzales et al.,, 2001; Oehninger et al., 2003; Lamb,
2010; Franken y Oehninger, 2012; Ferraz et al, 2014;
Ocehninger et al., 2014). Por este motivo, en el presente trabajo
se realizé el ensayo en zona pelicida del efecto del fluido
folicular de alpaca en la interaccién gamética de esta especie.

MATERIALES Y METODOS
Colecta y transporte de muestras

Los testiculos y ovarios de alpaca fueron colectados animales
beneficiados, en Camal Municipal de Huancavelica. Las
gdénadas fueron transportadas en suero fisioldgico (NaCl 0,9%)
a 4°C durante 12 horas, hasta el Laboratorio de Fisiologia de
la Reproduccién de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos. Ya que en estas condiciones los espermatozoides se
mantienen viables, mientras que las zonas pelicidas de los
ovocitos son muy estables incluso por varias semanas a esta
temperatura.

Obtencién de zonas pelicidas y fluido folicular

Los ovocitos fueron obtenidos a partir de foliculos ovdricos de
3 a 6 mm. Se utilizé una jeringa de 1 ml para aspirar el
contenido de los foliculos. El material aspirado se colocé en una
placa con NaCl 0.9%, donde los ovocitos ya se encontraban
liberados de las células del comulus. Se utilizé un sistema
adaptado a una boquilla por un extremo y una pipeta Pasteur
con la punta modificada, para manipular los ovocitos. Con la
ayuda de una aguja y mediante constantes pipeteos se logré
liberar el contenido de los ovocitos para obtener Unicamente
zonas pelicidas aisladas.
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Para la obtencién del fluido folicular se procedié inicialmente
de manera similar a la obtencién de los ovocitos. Se extrajo el
contenido del fluido folicular y se centrifugé a 5000 rpm
durante 15 minutos (modificado de Schuffner et al., 2002).
Luego se recuperd el sobrenadante y se almacené a -20°C
hasta su utilizacién.

Obtencién de espermatozoides

Se utilizaron 27 muestras de alpacas machos. Los testiculos
fueron liberados de la capa albuginea. Se extrajo la cola del
epididimo y se le retiraron los vasos sanguineos. Los dos
epididimos de cada animal fueron colocados en una placa con
1 ml de medio HAM F-10 (Sigma N6635) a 37 °C. Los
epididimos fueron seccionados con una tijera para permitir la
salida de los espermatozoides. El medio con los
espermatozoides fue colocado en un microtubo Eppendorf de
1.5 ml y se incubé a 37 °C.

Interaccién de espermatozoides con las zonas pelUcidas

Cada muestra tuvo un control negativo y un tratamiento con
fluido folicular. Los espermatozoides fueron colocados
directamente junto con tres zonas pelicidas en una
concentracién final de 105 espermatozoides por cada zona
pelicida por ml de medio. Para el caso del control negativo,
el enfrentamiento de los gametos se realizé Onicamente en
medio HAM F-10 en ausencia de fluido folicular. Para el
tratamiento, los espermatozoides fueron incubados en un medio
que consistia en HAM F-10 con fluido folicular de alpaca al
30% v/v. Finalmente las muestras fueron cubiertas con aceite
mineral y se incubaron durante 5 horas a 37°C.

Luego del periodo de incubacién, cada zona pelicida fue
lavada en suero fisiolégico mediante continuos y suaves
pipeteos, para desprender los espermatozoides débilmente
unidos. Finalmente se observé al microscopio y se conté el
nimero de espermatozoides unidos a la zona pelicida. Se
utilizé el micrométrico para poder contar los espermatozoides
unidos en todos los niveles del campo.

Anadlisis estadisticos

Para cada muestra, tanto para el control como para el
tratamiento, se hallé el promedio de espermatozoides unidos
a la zona pelicida y la desviacién estdndar.

Para comparar el tratamiento con fluido folicular con el grupo
control, se realizé una prueba de Mann-Whitney para datos
no relacionados. Esta prueba se realizé, debido a que la
distinta procedencia y estado de cada ovocito podria generar
una variabilidad muy alta entre el tratamiento y control para
considerarlos como datos relacionados. El nivel de significancia
fue 0.05.

Finalmente, no se consideraron otros pardmetros ya que se
trataron las diferentes muestras indistintamente de la calidad
espermdtica, para poder demostrar el efecto del fluido
folicular en la mejora integral de la funcionalidad espermdtica,
la cual se sitetiza en la capacidad de unién a zona pelicida.

RESULTADOS

Luego del conteo de espermatozoides unidos a la zona
pelicida el promedio para el control fue 2.4 espermatozoides,
mientras que para el tratamiento fue 7.8 espermatozoides
unidos a la zona pelicida de alpaca (tabla 1).
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Tabla 1. Unién a zona pelicida de espermatozoides incubados
con fluido folicular de alpaca. Las letras diferentes en las
medias indican que existen diferencias significativas.

Media NoOmero
* error  Min. Max N de zonas
estandar pelucidas
2.4+
Control 0.65 0.0 10.00 27 81
i +
Fluido 78% 00 4233
folicular 1.6k 27 81
<
P valor 0.001
El andlisis estadistico mostré6 que habia diferencias

significativas entre el tratamiento con fluido folicular y el
control. Esto demuestra que el fluido folicular de alpaca ejerce
un efecto positivo en la unién de los espermatozoides a la zona
pelicida en alpaca (Tabla 1).

DISCUSION

Los resultados del presente trabajo mostraron que el fluido
folicular de alpaca estimula la unién de los espermatozoides a
la zona pelicida en alpaca. Anteriormente, se ha podido
reconocer para otras especies que el fluido folicular favorece
ciertas funciones asociadas con la capacidad fecundante como
la movilidad y la reaccién acrosomal (Yanagimachi, 1969;
Tesarik, 1985; Suarez et al., 1986; Morales et al., 1989;
Ravnik et al., 1990; Hansen et al.,, 1991; McNutt y Killian,
1991; Ravnik et al., 1992; McNutt et al., 1994; Cheng et al.,
1998; Jeon et al., 2001; Thérien et al., 2001; Briton-Jones et
al., 2001; Schuffner et al., 2002; Getpook y Wirotkarun,
2007; Esmaeilpour et al., 2014; Leemans et al., 2015). Estudios
previos en nuestro laboratorio determinaron que el fluido
folicular favorece la movilidad espermdtica en alpaca (Bravo
y Valdivia, 2017). Algunos autores han indicado que el fluido
folicular puede descender junto con el ovocito durante la
ovulacién, y ademds podria tener una participaciéon en el
proceso de la fecundacién al tener contacto con los
espermatozoides (Oehninger, 2003; Taitzoglou et al., 2003;
Hansen et al., 1991; Basuino y Silveira, 2015).

En el estudio de Qico et al. (1998) indicaron que el fluido
folicular inhibia la unién a la zona pelicida en humanos.
Adicionalmente, Munuce et al. (2004) concluian que el fluido
folicular reducia la capacidad fecundante en espermatozoides
humanos, aunque en este Ultimo trabajo, hubo una prolongada
capacitacién previa con BSA, lo que podria haber disminuido
la longevidad de los espermatozoides. Contrariamente a estos
trabajos, en el presente estudio, se demuestra que el fluido
folicular de alpaca estimula la unién de los espermatozoides a
la zona pelicida de esta especie, lo que, ademds, evidenciaria
que el fluido folicular de alpaca capacita a los
espermatozoides, ya que sélo los espermatozoides
capacitados pueden unirse a la zona pelicida (Graham vy
Mocé, 2005; Oehninger et al., 2014). La composicién de fluido
folicular de alpaca ha sido analizada previamente por
Pacheco y Coila (2010) y Huanca et al. (2017), y se observd
principalmente la presencia de albimina, triglicéridos,
colesterol y glucosa, ademds de fosfatasa, aminotransferasa y
lactato deshidrogenasa, siendo la albdmina el componente més
abundante, y probablemente el que produce el estimulo en la
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funcionalidad espermdtica; sin embargo, es necesario un
mayor estudio de las proteinas totales y de las hormonas para
determinar con mayor rigor el agente estimulante en el fluido
folicular de alpaca.

Los presentes resultados revelan de manera mds integral, el
efecto del fluido folicular en la funcionalidad espermdtica de
alpaca. Ademds, estos resultados permiten apoyar la
utilizacién del fluido folicular de alpaca en los medios de
fecundacién in vitro, como ha sido propuesto por Basuino y
Silveira (2015) para humanos, ya que el fluido folicular podria
estimular las funciones espermdticas asociadas a la capacidad
fecundante (Bahmanpour et al., 2009).

CONCLUSION

El fluido folicular de alpaca favorece la unién de los
espermatozoides a la zona pelicida de esta especie.
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