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EVALUACION DE LA REACCION ACROSOMAL INDUCIDA POR EL IONOFORO
DE CALCIO: UNA APROXIMACION MAS REAL DE LA CAPACIDAD FECUNDANTE

DEL ESPERMATOZOIDE.

Walter Dario Cardona Maya, Martha Olivera Angel y Angela Patricia Cadavid.
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Resumen.- OBJETIVO: Evaluar la reaccién acrosomal
inducida por el iondforo de calcio en espermatozoides
de un grupo de individuos con fertilidad desconocida.

METODO: Cada individuo doné una muestra de semen
la cual fue evaluada para determinar la cantidad de
espermatozoides que presentaban reaccién acrosomal
al estimularlos con el iondforo de calcio después de
la capacitacion espermdtica. Se utilizé la lectina Pisum
sativum aglutinina (microscopia de fluorescencial y el
anticuerpo anti-CD46 (citometria de flujo).

RESULTADOS: Cinco de los seis individuos presentaron
un aumento en el nimero de espermatozoides reaccio-
nados al estimularlos con iondforo de calcio comparado
con el porcentaje de espermatozoides que presentaron
reaccién acrosomal esponidnea fanto por microscopia
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de fluorescencia (7.4 +/- 2.4 vs 22.5 +/- 10.1), como
por citometria de flujo (8.5 +/- 2.8 vs 25.4 +/- 6.0);
en el ofro individuo los valores de la reaccién acroso-
mal con el iondforo de calcio fueron similares a los de
la reaccion espontéanea.

CONCILUSIONES: Ambas técnicas son (tiles para eva-
luar in vifro la capacidad de los espermatozoides para
sufrir la reaccién acrosomal posterior a la capacitacién,
sin necesidad de que exista fusién entre el espermato-
zoide y el oocito, pero la citometria de flujo es mas ob-
jetiva y permite visualizar un mayor nimero de células.

De ofro lado, aunque el individuo que no respondié al
estimulo con el iondforo de calcio tiene fertilidad des-
conocida, los resultados obtenidos permiten proponer
que la evaluacion de la reaccién acrosomal podria ser
una herramienta Uil en el estudio de los hombres que
consultan por infertilidad.

Palabras clave: Espermatozoide. Reaccién acroso-
mal. Fertilidad. lonoforo de calcio.

Summary.- OBJECTIVES: The aim of this investigation
was fo evaluate the acrosome reaction by fluorescence
microscopy and the flow citomefry in a group of men
with unknown ferfility.

METHODS: Each individual gave a semen sample for
the analysis of the calcium ionophore-induced acrosome
reaction affer the capacitation process, using lectin Pisum
sativum aglutinina (fluorescence microscopy) and antibody
anti-CD46 (flow citometry).

RESULTS: Five of out six individuals increased the number
of the sperm with calcium ionophore-induced acrosome
reaction versus the percentage of spontaneous acrosome
reaction, using fluorescence microscopy (7.4 +/- 2.4 vs
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22.5 +/-10.1) and flow citometry (8.5 +/- 2.8 vs
25.4 +/- 6.0); On the other hand, the other individual
the values of the acrosomal reaction with calcium
ionophore A23 187 were similar fo those of the spontaneous
reqaction.

CONCILUSIONS: Both fechniques are useful o evaluate the
in vitro capacity of the spermatozoa to undergo acrosomal
reaction, affer the capacitation, without fusion between
the sperm and the egg, but the flow citometry is more
objective and allow the defection of a higher cell numbers
of cells. On the other hand, although the individual that
did not respond to the stimulus with calcium ionophore
has unknown fertility, the obtained results allow fo propose
that the evaluation of the acrosomal reaction could be
a useful tool in the study of the men who consult for

infertility.

Keywords: Spermatozoa. Acrosome reaction.
Fertility. Calcium ionophore.

INTRODUCCION

La fecundacién es un proceso en el cual se
requiere la interaccién entre gametos masculinos y
femeninos, maduros y competentes, para que éstos
se fusionen y formen un nuevo individuo (1, 2). El
didlogo celular entre ambos gametos ha sido motivo
de estudio desde 1919 (3) y adn en la actualidad los
detalles de este proceso son poco entendidos.

Cuando el espermatozoide viaja hacia el
oocito sufre cambios iniciales que modulan su esta-
do funcional: en organismos de fecundacién externa
como la estrella de mar y los peces teleosteos los es-
permatozoides desarrollan su potencial de movilidad
sélo después de ser eyaculados; en los organismos
de fecundacién externa como los reptiles, los pajaros
y los mamiferos, los espermatozoides desarrollan el
potencial mévil cuando pasan a través del epididimo
(4, 5), y es durante este paso, que sufre modificacio-
nes morfolégicas y bioquimicas necesarias para con-
vertirse en célula fecundante. Aunque la maquinaria
celular involucrada en el desarrollo de estos cambios
es heterogénea y requiere de diversos elementos, es-
tudios recientes indican que el flujo de iones de Ca?**
y K* es clave en el didlogo molecular que se estable-
ce entre el espermatozoide, su medio ambiente y el
bvulo; es decir, tanto en los procesos de maduraciéon
como de capacitacién espermdtica (6-8).

A principios de 1950 J.C. Dan estudiando
la penetracién de los espermatozoides de estrella
de mar en los oocitos, mediante microscopia de con-
traste de fase y microscopia electrénica, descubrié

el proceso de reaccién acrosomal (?, 10) y ahora
estd plenamente establecido que dicho proceso es
un paso indispensable durante la fertilizacién en mu-
chas especies, incluyendo el humano. Después de
este hallazgo los cientificos le dieron importancia al
espermatozoide como elemento fundamental en el
proceso de fecundacién y gracias a ésto, nuevamen-
te J.C. Dan (11) descubrié que la reaccién acrosomal
es dependiente de calcio.

La reaccién acrosomal es un proceso espe-
cializado de fusién de la membrana citoplasmética
con la membrana acrosomal externa en la zona api-
cal de la cabeza espermatica originando la libera-
cién de las enzimas almacenadas en esta vesicula y
la exposicién de la membrana acrosomal interna. La
importancia de la reaccién acrosomal podria ser la
liberacién de las enzimas hidroliticas que son reque-
ridas para que el espermatozoide pueda penetrar la
zona pelicida, ademas de la expresién de moléculas
que actban como receptores para que pueda ingre-
sar al oocito y ocurra la fusién entre gametos (12,
13). La reaccién acrosomal puede ser determinada
por varias técnicas: azul de coomasie (14), lectina
Pisum sativum aglutinina marcada con isotiocianato
de fluoresceina (PSA-FITC) (14), microscopia electr6-
nica (15), citometria de flujo con los anticuerpos anti-

CD46 (16) 6 anti-GB24 (17), entre ofras.

La lectina PSAFITC tiene afinidad por los re-
siduos de manosa y galactosa de las glicoproteinas
presentes en la membrana plasmética del dominio
acrosomal de la cabeza del espermatozoide, es una
tincién negativa que permite determinar la desapari-
cién de la membrana plasmética debido a que du-
rante la reaccién acrosomal se desaparece el domi-
nio acrosomal del espermatozoide; De otro lado, el
anti-CD-46 unido a un fluorocromo, es una coloracién
positiva, debido a que la proteina CD46 estd locali-
zada unicamente en la membrana interna acrosomal
y sélo los espermatozoides que sufren reaccién acro-
somal completa pueden ser marcados (16).

Es conocido que el nimero de espermato-
zoides humanos que presentan reaccién acrosomal
espontdnea in vifro en condiciones capacitantes es
bajo y variable, menos del 15% (18), pero este ni-
mero puede ser incrementado por el contacto con
oocitos (19, 20) o con factores inductores de la reac-
cién acrosomal como el fluido folicular (5), el suero
sanguineo (21), la progesterona (22), el ionéforo de
calcio A23187 (23, 24) y el forbol miristato acetato
(24).

Los espermatozoides de algunos hombres
con infertilidad inexplicada muestran una disminu-
cién en la capacidad de sufrir reaccién acrosomal
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(25), lo que podria indicar alteraciones en algin as-
pecto funcional del proceso de fecundacion.

Histéricamente, se han realizado muchos
intentos para identificar una o varias caracteristicas
del semen que permitan predecir la capacidad de
los espermatozoides para fecundar. Los laboratorios
de reproduccién asistida han usado pruebas como el
ensayo de penetracién de oocitos de hamster dorado
libres de zona pelicida (26), el cariotipo de esper-
matozoides (27), la desnaturalizacién del DNA (28),
la evaluacién de la membrana espermatica (28) y la
reaccién acrosomal (13), entre otras.

De las anteriores pruebas, la integridad de
la membrana y la desnaturalizacién del DNA, que
evallan la funcionalidad espermdtica, no presen-
taron una distribucién homogénea en un grupo de
individuos fértiles, lo cual deja en entre dicho la ca-
pacidad de discriminacién de estas pruebas para el
diagnéstico de infertilidad (29). El ensayo de pene-
tracién de oocitos de hamster dorado libres de zona
peltcida (27), por su parte, es demorado, costoso y
sélo permite analizar la capacidad fecundante de un
pequefio grupo de espermatozoides del eyaculado
y no la capacidad de atravesar la zona pelicida de
éstos.

La determinacién de la reaccién acrosomal
por citometria de flujo es un método alternativo para
evaluar la capacidad de los espermatozoides de su-
frir la reaccién acrosomal in vitro, posterior a la ca-
pacitacién, sin necesidad de que exista fusién entre
el espermatozoides y el oocito; ademés puede dar
informacién de aproximadamente 10.000 esperma-
tozoides, haciendo esta evaluacién mas representati-
va del eyaculado.

El objetivo de este trabajo fue comparar la
evaluacién de la reaccién acrosomal por las técnicas
de microscopia de fluorescencia y citometria de flujo
en un grupo de individuos.

METODOLOGIA

Poblacién de estudio

Seis individuos aparentemente sanos con
los pardmetros seminales normales con respecto a la
OMS (29). A cada muestra de semen se le determino
el porcentaje de reaccién acrosomal esponténea, sin
induccién y el porcentaje de reaccién acrosomal in-
ducida inducida por el ionéforo de calcio.

Muestras de semen
Cada individuo doné una muestra de semen
que fue tomada en un recipiente estéril mediante mas-
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turbacién, después a una abstinencia sexual de 2 a
5 dias. Uno de los individuos, que se describird mas
adelante, doné tres muestras de semen.

Separacion y capacitacion espermdtica

Simulténeamente se realizé la separacién y
la capacitacién espermdtica variando el protocolo
descrito por Jondet (30) con incubacién de 5 horas
en medio HAM F-12 suplementado con 35 mg/ml de
BSA (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA),
lo que permitia obtener espermatozoides méviles y
capacitados.

Induccion de la reaccién acrosomal

La inducciéon de la reaccién acrosomal se
realizé con 10 uM de ionéforo de calcio A23187
(Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA) du-
rante 3 horas a 37°C/5%CO,,.

Evaluacién de la reaccién acrosomal por microscopia
de fluorescencia

Aproximadamente 1 x 10° espermatozoi-
des fueron lavados dos veces en buffer fosfato salino
(PBS), depositados sobre portaobijetos, fijados por
exposicién a metanol frio/30 segundos e incubadas
con la lectina Pisum Sativum (Sigma Chemical Com-
pany, St Loui, MO, USA) a una concentracién de 50

FIGURA 1. Patrén de espermatozoides coloreados con
la lectina PSA marcada con iosotiocianato de fluo-
resceina, espermofozoides con (§) y sin (™) reaccion
acrosomal.
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ug/ml en PBS durante 30 minutos/ camara himeda.
Luego de dos lavados con PBS, los extendidos secos
fueron montados en glicerol al 90% en PBS y se eva-
luaron 100 espermatozoides en el microscopio de
fluorescencia con un aumento de 100X, para deter-
minar el porcentaje de espermatozoides reacciona-

do.

Se consideraron como espermatozoides re-
accionados aquellos que presentaban fluorescencia
solo en la regién ecuatorial y espermatozoides in-
tactos, aquellos que presentaron todo el acrosoma
fluorescente, los espermatozoides morfolégicamente
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alterados no fueron incluidos en el recuento para mi-
nimizar el nimero de espermatozoides falsos positi-
vos. (Figura 1).

Evaluacién de la reaccién acrosomal por citometria
de flujo

Aproximadamente 1 x 10¢ espermatozoides
fueron incubados durante 30 minutos a temperatura
ambiente con Ig G humana (Miltenyu Bistec GMBH,
Bergisch Gladbach, Germany) para bloquear de la
unién a los receptores Fc. Después de 2 lavados con
PBS a 250 g/8 minutos se agregaron 10 ul de anti-
cuerpo IgG de ratén contra CD46 humano conjugado
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FIGURA 2. Resultados de citometria de flujo. Diagrama de punios de espermatozoides marcados con anticuerpo
anti CDA6-FITC y ioduro de propidio. Cada panel estd dividido en cuatro cuadrantes, representando diferentes
subpoblaciones de espermatozoides acorde con su estado acrosomal y viabilidad: el cuadrante superior izquierdo
representa los espermatozoides permeables al ioduro (células muertas) y con acrosoma intacto, el cuadrante supe-
rior derecho representa los espermatozoides permeables al yoduro pero que han sufrido reaccién acrosomal, en el
cuadrante inferior izquierdo se localizan las células vivas y con acrosoma intacto y en el cuadrante inferior derecho
se ubican los espermatozoides vivos reaccionados. (a) reaccion acrosomal espontdnea, [b) ensayo representativo
de uno de los individuos que responde a la induccién con iondforo de calcio A23187 y (c] individuo que no res-
pondié a la induccién de la reaccién acrosomal mediante el estimulo con ionéforo de calcio.
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con FITC (BD PharMingen San Diego, USA); en otra
alicuota se agregd un control de isotipo utilizando un
anticuerpo IgG de ratén contra trinitrofenol (BD Phar-
Mingen San Diego, USA). Las muestras se incubaron
a T° ambiente protegidas de la luz, se lavaron con
PBS y luego se les adicioné 2.5 ug/ml de ioduro de
propidio (Sigma Chemical Company, St Louis, MO,
USA) para evaluar la viabilidad espermatica (31).

Andlisis estadistico

La comparacién estadistica entre los grupos
de reaccién acrosomal esponténea e inducida, fue
realizada mediante la prueba de Mann-Whitney; el
andlisis de concordancia entre los valores de esper-
matozoides reaccionados, obtenidos mediante mi-
croscopia de fluorescencia y citometria de flujo se
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realizé por la prueba de Blant Altman. El paquete
estadistico utilizado fue Prism® version 4.0.

RESULTADOS

En la Figura 2 se ilustran resultados repre-
sentativos obtenidos mediante citometria de flujo,
en FL1 las células marcadas con el anticuerpo anti-
CD46 FITC y en FL2 las células que adquirieron o
no el yoduro de propidio. La Figura 2a representa
la reaccién acrosomal espontanea y la Figura 2b la
reaccién acrosomal inducida por el ionéforo de cal-
cio que fue mayor que la reaccién esponténea, 8.5
+/- 2.8 vs 25.4 +/- 6, respectivamente. Uno de los
individuos (el #1) no respondié al estimulo con el io-
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FIGURA 3. Intensidad de fluorescencia media, comparando entre un individuo control y el individuo que no res-
pondié al estimulo por calcio. Histograma representativo de los ensayos realizados donde se observa la diferencia
entre la reaccién acrosomal esponténea [a, sombra), y la reaccién acrosomal inducida mediante iondforo de calcio

en el individuo motivo de estudio (a, linea continua) y un individuo que si responde a calcio (b, linea punteadal.
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néforo de calcio (Figura 2c¢); se repiti6 la muestra tres
veces con resultados similares.

Para confirmar los resultados obtenidos, se
determiné la intensidad de fluorescencia media y se
observé que el individuo que no respondia al estimu-
lo con ionéforo de calcio (linea continua Figura 3a'y
3b) presentaba una intensidad similar a la obtenida
en la reaccién acrosomal espontanea (sombra Figura
3) y menor que la intensidad de un individuo control
(linea punteada Figura 3b).

En la evaluacién de la reaccién acrosomal
con la lectina PSAFITC mediante microscopia de
fluorescencia se observaron resultados similares a los
anteriores, es decir se encontré la misma respuesta
del individuo #1 que no respondié al estimulo con
ionéforo de calcio (Figura 4).

El individuo que no respondié al estimulo
con iondforo de calcio, es aparentemente sano, con
una edad de 32 afos, con fertilidad desconocida
y el cual, como se observa en la Tabla |, presenta
en las tres muestras de semen todos sus pardmetros
seminales normales segin los estédndares de la Orga-

nizacién Mundial de la Salud (40).
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Después de analizar los datos obtenidos en
las muestras de los 5 individuos y en tres ensayos
del individuo #1 que no respondié al estimulo con
ionéforo de calcio, los resultados muestran que a di-
ferencia de los 5 individuos donde se observé un au-
mento estadisticamente significativo en el porcentaje
de espermatozoides reaccionados al estimular con
ionéforo de calcio (p<0.01) el individuo #1 no pre-
sent6 este aumento (p>0.05), ni con la lectina PSA-
FITC ni con el anticuerpo anti-CD46-FITC, (Figura 4a
y 4b) respectivamente. El andlisis de concordancia
entre ambos métodos, microscopia de fluorescencia
y citometria de flujo, teniendo en cuenta los valores
obtenidos en las 8 muestras analizadas, mostré una
alta concordancia, (Figura 5).

DISCUSION

la evaluaciéon de la reaccién acrosomal
podria ser una herramienta 0til en el estudio de la
infertilidad. Liu DY y cols (32) muestran que la reac-
cién acrosomal inducida por el iondforo de calcio
A23187 tiene una correlacion positiva (p<0.05) con
los valores de fertilizaciéon en pacientes con semen
teratozoospérmico (morfologia normal <15%), lo
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FIGURA 4. Comparacién entre reaccion acrosomal esponténea e inducida con ionéforo de calcio A23187.
Evaluacion de la reaccién acrosomal inducida por el iondforo de calcio A23187 después del proceso de capaci-
tacién durante 5 horas en medio HAM F-12 suplementado con 35mg,/ml de albimina sérica bovina. El porcentaje

de espermatozoides que sufrieron reaccién acrosomal fue evaluado mediante PSA-FITC por (a) microscopia de
fluorescencia y (b) el anticuerpo anti-CD46 usando citometria de flujo. Se muestran los resultados comparando los
cinco individuos estudiados con el individuo #1 que no respondié al estimulo con iondforo de calcio.



EVALUACION DE LA REACCION ACROSOMAL INDUCIDA POR EL IONOFORO DE CALCIO...

507

TABLA |. Caracteristicas seminales de los individuos pre y post capacitacién Descripcién de los pardmetros semi-
nales analizados de cada uno de los individuos, comparados frente al valor de referencia de la Organizacién
Mundial de la Salud de 1999 (29); ademds se muestran los resultados de movilidad y concentracién recuperada
después de realizar la capacitacion de cada una de las muestras. El individuo # 1 sombreado es el que no respon-
di6 al estimulo con el iondforo de calcio.

Individuo
#1 #2 #3 #4 #5 #6 | Valor OMS
(n=3) (n=1) | (n=1) | (n=1) | (n=1) [(n=1)
Volumen (ml) 2.6 4.2 3.2 5 3.2 2.8 =2.0
(2.4-2.8)
Viabilidad 85 85 86 80 88 83 >50
(84-86)
Morfologia (> a 15%) 215%
Concentracidn pre-capacitacion 60.5 60 34 75 35 41 =20
(106/ml) (56-65)
Concentracidén post-capacitacion 28 34 12 342 16 19 np
(106/ml) (28-30)
Movilidad a+b pre-capacitacién 60 60 55 60 65 60 >50
(%) (55-65)
Movilidad a+b postcapacitacién 86.6 82 90 85 90 86 np
(%) (82-90)

Concordancia entre microscopia de
fluorescencia y citometria de flujo
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FIGURA 5. Concordancia entre los valores de reac-

cién acrosomal entre microscopia de fluorescencia y

citometria de flujo, fanfo esponténea como inducida
con iondforo de calcio (n=16)

cual evidencia que la reaccién acrosomal inducida
por el ionéforo puede generar informacién adicional
de prediccién de las tasas de fertilizacién, como lo
sugieren también otros autores (33, 34), aunque el
mecanismo sigue siendo desconocido. Cummins J.M.
y cols. en 1991 (33) clasificaron a los individuos con
menos de 5% de reaccién acrosomal inducida por el
ionéforo de calcio como pacientes con problemas en
los procedimientos de fertilizacion in vitro y sugieren
que a éstos se les realicen ofros procedimientos como
aumento en la concentracién espermdtica para la
inseminacién o el andlisis de dos muestras tomadas
con un intervalo de 1 hora con el fin de aumentar el
nimero de espermatozoides que se utilizarén.

Otros estudios del grupo de Liu D.Y. y cols.
(35, 36), muestran que individuos infértiles con desér-
denes en la induccién de la reaccién acrosomal y con
bajos indices de fertilizacién in vitro tenian un prome-
dio de 6% (con un rango de O a 16), de induccién
de la reaccién acrosomal estimulada con oocitos. En
forma similar, hombres normozoospérmicos con me-
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nos del 16% de reaccién acrosomal tenian menos del
20% de penetracién a zona pelicida y de éstos los
que tenian menos del 10% de reaccién no penetraron
la zona pelicida (36). Los anteriores resultados son
también confirmados por los hallazgos de Esterhuzen
AD vy cols (2) quienes encuentran que pacientes con
espermogramas normales pero con menos del 15%
de induccién de la reaccién acrosomal por zona pe-
locida solubilizada tenian malos resultados en los pro-
cedimientos de fecundacién in vitro. Estos hallazgos
indican que existen desérdenes esperméticos que no
se pueden evaluar con las metodologias empleadas
de rutina en los laboratorios de espermiologia.

Algunos investigadores, reportan que la pro-
gesterona (16) y los oligosacaridos como la manosa
y la N-acetilglucosamina (37) inducen reaccién acro-
somal parcial pero no reaccién acrosomal completa;
ésto lo pueden concluir gracias a que los trabajos son
realizados con microscopia de fluorescencia usando
la PSA-FITC y con citometria de flujo con el anticuer-
po anti-CD46 y ambos trabajos concluyen que el io-
néforo de calcio A23187 es un inductor de reaccién
acrosomal completa, por lo cual se puede evaluar
por cualquiera de las dos técnicas (16, 37). El tér-
mino reaccién acrosomal parcial y completa hace
referencia mas al estado acrosomal de los esperma-
tozoides de un individuo que al nimero de células re-
accionadas; la reaccién acrosomal parcial se refiere
a la liberacién del contenido acrosomal o pérdida de
la membrana acrosomal externa y la reaccién acro-
somal completa se refiere a la exposicién de la mem-
brana acrosomal interna y a la pérdida completa del
contenido acrosomal (15, 38). Como se menciono
anteriormente, la PSA evalta el contenido acrosomal
o la membrana acrosomal externa por desaparicién
de ésta, a diferencia del anti-CD46 el cual permite
detectar el paso final de la reaccién acrosomal por la
exposicién de la membrana acrosomal interna.

El ionéforo de calcio es un buen inductor de
la reaccién acrosomal debido a que provoca un au-
mento de flujo de calcio hacia el espacio intracelular
el cual se asocia con la salida de iones H+ y por lo
tanto un aumento del pH. Ademés el aumento de la
concentracién interna de calcio genera la liberacién
de los almacenamientos de calcio interno provocan-
do un incremento sustancial de la concentracién de
calcio citosélico que origina la activacién de diferen-
tes vias de sefalizacién lo cual finalmente permite
que las membranas se fusionen (39, 40).

Los resultados de nuestro estudio sugieren
que las dos técnicas usadas para evaluar la reaccién
acrosomal inducida por ionéforo del calcio, micros-
copia de fluorescencia y citometria de flujo, son muy
similares y nos permitié identificar un individuo que

no respondia a este estimulo. La citometria de flujo
tiene la ventaja de ser mdas objetiva en la evaluo-
cién y diferenciar las células vivas de las muertas.
Los ensayos con la PSA-FITC no incluyeron el uso del
colorante vital como lo describen otros autores (14),
aunque los espermatozoides alterados morfolégica-
mente no fueron incluidos en el recuento para minimi-
zar la inclusién de espermatozoides falsos positivos;
ademds las muestras de semen usadas con cada una
de las técnicas siempre tenian altas proporciones de
células méviles (>80%).

La evaluacién de la reaccién acrosomal me-
diante citometria de flujo es una prueba que permite
evaluar un aspecto funcional del espermatozoide y se
puede hacer en poco tiempo, por lo tanto propone-
mos que en los programas de reproduccién asistida
se realice, como una técnica de rutina, la determina-
cién de la reaccion acrosomal mediante citometria
de flujo con el anticuerpo anti-CD46, simultaneamen-
te con el espermograma. Esto permitiria obtener un
beneficio econémico para los pacientes que podrian
evitar gastos en pruebas que no brindaran una solu-
cién al problema; por ejemplo, en un individuo que
el ionéforo de calcio no induzca la reaccién acroso-
mal, no se realizarian inseminaciones artificiales y
més bien el procedimiento elegido en este caso seria
la inyeccién intracitoplasmética del espermatozoide.
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