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INTRODUCCION

Comprender el proceso fisiologico reproductivo, ha sido uno de los
grandes retos de la investigacién, y el motivo de interminables horas de
estudio de los grupos de cientificos en todo el mundo. Unido a este emprendi-
miento se suma, la necesidad de mejorar los indices reproductivos de los
sistemas de produccion animal, con miras a suplir las necesidades alimenti-
cias de la poblacién humana, que cada dia se multiplica incontrolablemente.

La participacién del macho bovino en los indices reproductivos se puede
modificar por factores medioambientales, que inciden en el adecuado
funcionamiento del espermatozoide, y por tanto en el complejo proceso de la
fertilizacion.

El objetivo de esta publicacién, es el de presentar adelantos de nuestra mas
reciente investigacion, en el drea de la reproduccién bovina, a través del
empleo de herramientas biotecnolégicas y moleculares, que permiten
abordar y comprender de forma més exacta, el desempefio fisiolégico del
espermatozoide, su organizacién estructural, y el efecto que sobre la misma,
ejercen factores estresantes como el choque térmico por frio.

Los avances aqui presentados son los primeros reportes que se tienen acerca
de elementos fundamentales para el normal funcionamiento del gameto
masculino, de una raza criolla colombiana, como lo son las proteinas tanto del
plasma seminal como de la membrana plasmadtica. Las técnicas utilizadas,
comprendieron todo un conjunto de procedimientos de la biologia molecular
(proteémica) y la quimica elemental, donde los procedimientos de separacién
molecular como la electroforesis bidimensional y la cromatografia, se
convirtieron en herramientas del quehacer diario en nuestro laboratorio.

Los trabajos iniciales permitieron la estandarizacién de los diferentes
protocolos para obtener una muestra adecuada de proteinas tanto de plasma
seminal, como de espermatozoides, establecer la cantidad éptima de
proteina, tanto de plasma seminal como de membrana plasmdtica, que junto
al empleo de tampones de solubilizacion especificos para las distintas
muestras estudiadas, permitieran la obtencién de geles con alta resolucién de
los puntos de proteina.



El plasma seminal de los mamiferos es un fluido complejo que sirve como
medio de transporte al espermatozoide desde el testiculo hasta su encuentro
con el ovocito (Thomas 2003), y contiene una variedad de componentes
bioquimicos, algunos de ellos relativamente especificos en la regulacién del
funcionamiento del espermatozoide. Se han descrito importantes acciones
de las proteinas del plasma seminal en aspectos tales como la motilidad y la
viabilidad de los espermatozoides del eyaculado, e igualmente en aspectos
claves como la capacitaciény la interaccién entre los gametos.

En este trabajo, se establecié el mapa referencial en dos dimensiones de las
proteinas del plasma seminal y de la membrana plasmatica del esperma-
tozoide bovino de las razas Cebtu Brahman y Sanmartinero, asi como también
las posibles relaciones con los porcentajes de espermatozoides viables y
métiles, y con la concentracién espermatica del eyaculado.

Las correlaciones positivas y/o negativas que se establecieron entre algunos
puntos de proteina y las variables de calidad seminal mencionadas, sugieren
que podrian interaccionar conjuntamente para asegurar un adecuado
funcionamiento del espermatozoide.

Se comprobé asi mismo, que la adicién de proteinas del plasma seminal a
espermatozoides congelados-descongelados y sometidos a incubacién,
provoca un incremento en el porcentaje de espermas viables, en relacién con
aquellos a los que no se agregé proteina alguna.

Estos estudios, permitieron generar conocimiento bdsico acerca de la
expresién de las principales proteinas presentes en el plasma seminal y la
membrana plasmatica del espermatozoide bovino de una de las razas criollas
colombianas y el Cebu Brahman, en condiciones de nuestro trépico. Asi
mismo, se aportaron datos del efecto de la incubacién de espermatozoides
congelados-descongelados, con proteinas del plasma seminal, en el
porcentaje de viabilidad espermatica.

Los resultados de esta investigacion son los primeros, que se reportan a este
nivel en Colombia y motivan la realizacién de investigaciones futuras con
otras razas criollas colombianas, con el objetivo de poder establecer
estrategias de manejo del espermatozoide, que permitan incrementar la
eficiencia reproductiva del sistema de producciéon bovino.

Jaime Antonio Cardozo Cerquera.
MVZ, Ms.C., Ph.D.



CAPITULO 1. LA CALIDAD ESPERMATICA
DE UNA MUESTRA SEMINAL COMO INDICADORA
DEL POTENCIAL FERTIL DE UN TORO

El desarrollo de pruebas de laboratorio, para predecir la capacidad
fecundante del semen de un reproductor, ha sido motivo de gran
preocupacion por parte de los investigadores. El método mas fiable para
determinar la capacidad fecundante de un eyaculado, es la inseminacién de
un gran numero de vacas (Amann, 1989), no obstante, el método es muy
costoso, la informacién sobre los resultados es muy tardia, y puede ser
afectada por multitud de factores dependientes tanto de la hembra como del
inseminador, y por tanto, modificar los resultados obtenidos.

La fertilidad potencial de una muestra de semen probablemente dependa, de
que contenga un nUmero suficiente de espermatozoides viables, morfo-
l6gicamente normales y funcionalmente competentes, capaces de alcanzar el
oviducto y establecer un reservorio oviductal, de llevar a cabo la fecundacién
del ovocito, y de contribuir al desarrollo embrionario (Muifio R., 2008).

Uno de los problemas de usar toros j6venes en los programas reproductivos,
es que su fertilidad en campo no ha sido probada. En este sentido, el tener un
método eficiente, simple y preciso para predecir el potencial fértil de una
muestra de semen, se convierte en una necesidad para la industria ganadera
(AlNaibycol.,2011).

La evaluaciéon de la calidad (in vitro) convencional del semen, se basa en la
determinaciéon de los valores de concentracién, motilidad, morfologia y
viabilidad espermadticas. Varias técnicas de tincién se han usado para evaluar
la viabilidad del espermatozoide, el estado de capacitacion, la integridad de
la membrana, la integridad de la cromatina, el estado del acrosoma y la
actividad mitocondrial. Aunque estas medidas son Ctiles para la evaluacién
del espermatozoide in vitro, tienen limitada habilidad para predecir la
fertilidad en campo (Rodriguez H., 2006).

. Evaluacion inicial del semen

La evaluacién inicial de una muestra seminal se realiza inmediatamente
después de la coleccién del eyaculado, e incluye la apariencia, la cual debe
ser uniforme, y en muchas especies tienen un color cercano al blanco (Mocé y
Graham, 2008).



El semen de algunos toros contiene grandes cantidades de riboflavina, que le
proporciona un color amarillo, estos eyaculados no tienen olor a orina. Los
eyaculados deben estar libres de sangre o de material purulento, el cual es
indicativo de una infeccién del tracto reproductivo. Ademas de la apariencia,
se debe determinar el volumen del eyaculado, el cual se puede determinar
usando tubos colectores graduados.

La concentraciéon espermatica del eyaculado, es otro de los pardmetros a
determinar, y debe realizarse para establecer la dilucién necesaria antes de
su uso, o para la congelacién, de tal forma que se obtenga un numero
conocido de espermatozoides por dosis seminal.

La concentracion espermdatica de la muestra seminal, se puede establecer con
los siguientes métodos:

La concentracién de la muestra seminal, se puede
establecer mediante el recuento celular utilizando un
hemocitémetro; sin embargo, este método provee una
estimacién aproximada debido a la variabilidad
inherente al procedimiento.

Hemocitémetro

Graham, 1996

El método espectrofotométrico, requiere determinar la
concentracion a partir de una curva estdndar para cada
especie; esto es importante, porque el tamafo y la
forma del espermatozoide, afecta la cantidad de
turbidez en la muestra medida por la luz visible o la
cantidad de fluorescencia emitida.

Espectro-
fotometria

Este método determina el nUmero de particulas de un
tamano determinado que pasan a través de un orificio,
mide los cambios en un campo eléctrico, cuando la
particula pasa a través del campo.

Contador de
particulas

Brillard y
McDaniel, 1985

La citometria de flujo determina el nGmero de particulas
de un tamano determinado, a través de la desviacién de
un laser, cuando la particula pasa a través del rayo léser,
o por la cantidad de fluorescencia emitida por ella.

Citometria
de flujo

Evenson y col.
1993



- Motilidad Espermatica

La capacidad de movimiento del espermatozoide se considera el primer
criterio de calidad, ya que el transporte espermatico en el tracto femeninoy la
capacidad de penetracién del ovocito dependen, en gran medida, de este
pardmetro (Salamon, 1987; Guérin, 1990). En este sentido, estudios deta-
llados del transporte y la fertilizacién, han revelado que la calidad y tipo de
movimiento flagelar, son criticos para fases especificas de la funcién
espermdtica de los mamiferos en el tfracto femenino (Yeung y Ng, 2000).

El movimiento activo de los espermatozoides es fundamental durante el
transito por el tracto genital de la hembra, para la colonizacién del oviducto, y
para alcanzar el sitio donde tiene lugar la fecundacién; asi mismo, la
motilidad es una manifestacién de vitalidad espermatica. Un eyaculado con
un porcentaje bajo de espermatozoides méviles, o ausencia de motilidad,
automaticamente se debe descartary no conservarse(Holty Van Look, 2004).

Las mitocondrias representan la central energética del espermatozoide
(Figura 1), y suministran energia, en forma de ATP, que permite el movimiento
del flagelo (Muifio R., 2008). El movimiento rotacional que experimenta el
flagelo se transmite a la cabeza del espermatozoide a través del cuello, que
en Ultima instancia, otorga progresividad al movimiento espermdtico
(Mortimer, 2000). Igualmente, la motilidad espermética estd condicionada
por la gestién del metabolismo energético de la célula (Rigau y col., 2001).

>[ Glucolisis ]

-

Cuello—>

al

N

Flagelo '

Figura 1. Produccién de energia en la mitocondria del espermatozoide

La utilizacién de cualquiera de las dos vias para la obtencién de energia por
parte del espermatozoide, va a depender de las condiciones del medio en
que se encuentra (pH extracelular, presién de O2, composicién del medio),
asi como de la actividad que estd desarrollando la célula espermadtica en el



10

momento que se analiza su estatus metabélico (Muifio, R. 2008). Cabria
pensar que en condiciones de elevado consumo energético, la célula tiende
a utilizar la ruta oxidativa (ciclo de Krebs), que es mas eficiente en términos de
produccién de ATP que la via glucolitica (Rodriguez-Gil, 2006).

« Evaluacion de [a Motilidad Espermatica

La valoracién visual de la motilidad espermdtica es el método mds simple,
rapido y barato, pero es altamente subjetivo, y los resultados obtenidos
dependen en gran parte de la habilidad y experiencia del técnico que evalta
la muestra (Rodriguez-Martinez, 2000; Phillipsy col., 2004). De otra parte, si
se trabaja con muestras muy concentradas se tiende a sobrestimar el
porcentaje de espermatozoides méviles, por lo que no es un método que, de
forma fiable y repetible, permita predecir la capacidad fecundante de una
muestra de semen (Saacke y White, 1972; Linford y col., 1976).

Con el dnimo de eliminar la subjetividad de la valoracién de la motilidad
espermadtica, el avance tecnolégico dié paso al desarrollo de los sistemas
computarizados (CASA), para el andlisis de la motilidad espermdtica. Los
sistemas CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) se han ido
perfeccionando y modernizando, a la vez que su precio se ha vuelto maés
asequible. Los programas disefados para los sistemas CASA, incluyen una
serie de descriptores del movimiento espermatico que escapan al ojo
humano, tales como:

» Porcentajes de motilidad total o de motilidad progresiva: en funcién de su
velocidad curvilinea (VCL) o de su velocidad media (VAP), los esperma-
tozoides son clasificados en estdticos, méviles progresivos o méviles no
progresivos; y dentro de los méviles, en rapidos, medios y lentos.

» Parametros que definen la velocidad de los espermatozoides (Mortimer,
2000): VCL (Velocidad Curvilinea), VSL (Velocidad rectilinea); VAP
(Velocidad Media), LIN (indice de Linealidad), STR (indice de Rectitud),
WOB (indice de Oscilacion).

e Parametros de angularidad y oscilacién de la cabeza: ALH (Amplitud me-
dia del desplazamiento lateral de la cabeza), BCF (Frecuencia de batido).

Al final del proceso, el CASA proporciona toda una serie de datos relativos a
la velocidad y trayectoria de cada espermatozoide individual, con lo que
permite obtener informacién precisa, objetiva y repetible, sobre el porcentaje
de células méviles presentes en la muestra y la calidad media de ese
movimiento (Amann, 1989; Anzary col., 1991).



Ademads de un estudio minucioso de la motilidad, los sistemas
computarizados, también permiten realizar medidas de las dimensiones de la
cabeza espermdatica (Figura 2). Se conocen como sistemas ASMA (Assisted
Sperm Morphology Analysis), y estan disenados para realizar medidas del
drea, perimetro, longitud y anchura de las cabezas espermdticas presentes en
una extensién de semen fijada y tenida. Es interesante disponer de los datos
morfométricos de las dosis seminales, puesto que se ha comprobado que la
morfometria anormal de las cabezas espermadticas influye negativamente en
la fertilidad de los sementales bovinos (Gravance y col., 1996).

Figura 2. Andlisis morfolégico con el sistema CASA

« Viabilidad Espermatica (Integridad de la membrana plasmatica)

La viabilidad es un pardametro para evaluar la integridad de la membrana
teniendo en cuenta que una membrana integra es esencial para el correcto
funcionamiento de la célula, y que el éxito de la fertilizacién requiere de una
membrana plasmatica integra y funcional (Flesch y Gadella, 2000).

Para valorar la integridad de la membrana espermdtica, se emplean pruebas
de microscopia utilizando distintos fluorocromos: diacetato de carboxi-
fluoresceina, CFDA (Harrison y Vickers 1990) y SYBR (Garner y Johnson,
1995; Nagy y col., 2003), que son los mas utilizados en combinacién con
ioduro de propidio (IP). También se han descrito otras pruebas de
fluorescencia que utilizan Bromuro de etidio, Hoechst 33258 o diacetato de
carboxidimetil-fluoresceina (CDMFDA).

Garner y col., (1986) y Harrison y Vickers (1990), desarrollaron un método
para evaluar la integridad de la membrana en espermatozoides de distintas
especies, basado en una tincién que utiliza dos fluorocromos que se
comportan de diferente manera frente a los espermatozoides. El diacetato de
carboxifluoresceina es capaz de penetrar en el espermatozoide intacto,

11
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debido a la permeabilidad de la membrana plasmética a este compuesto; en
el interior, es hidrolizado por esterasas inespecificas. La carboxifluoresceina
libre resultante es fluorescente, y si la membrana plasmatica estd intacta
queda retenida en el interior de la célula dando fluorescencia verde por toda
ella. El ioduro de propidio por el contrario, penetra Unicamente en los
espermatozoides con la membrana dafada, uniéndose al DNA y dandoles
una intensa fluorescencia roja (Foto 1).

Foto 1. Espermatozoides viables
(color verde), espermatozoides no
viables (color rojo). Tincién Diace-
tato de Carboxifluoresceina y
loduro de propidio

Finalmente, se ha incorporado para el andlisis de la integridad de
membrana, la citometria de flujo, obteniéndose correlaciones entre esta
técnica y las pruebas microscépicas, que validan su uso como un método
preciso y objetivo (Garnery col., 1986; Penay col.,1998). De tal forma, que el
estudio de la integridad de membrana por métodos de fluorescencia, es de
gran utilidad como parédmetro de calidad, y para la estimacién del dafo
producido en el espermatozoide durante los procesos de congelacion y
descongelacién y por tanto para la evaluacion de la eficiencia de estos
procesos (Valcarcel y col., 1994).

- Morfologia Espermatica

La morfologia espermadtica es el principal reflejo del estado fisiolégico o
patolégico del macho, para la produccién y almacenamiento del semen en
los conductos extragonadales (Saacke, 1983). Se asume que la variacién en
la morfologia espermadtica se origina durante la espermatogénesis, cuando el
efecto del genotipo influencia la estructura espermdtica. Esta asociacién
genética con la morfologia, se ha demostrado por el relativo incremento en la
proporcién de espermatozoides morfolégicamente anormales, en animales
con elevados coeficientes de fallos en la reproduccion (Roldany col.,1998).

Diversos estudios han puesto de manifiesto la correlacion entre las
morfoanomalias espermaticas y la fertilidad (Colas, 1981). Parece ser que se
produce un impedimento selectivo en el transporte de espermatozoides
morfolégicamente anormales en el tracto femenino, especialmente en el
caso de espermatozoides con cabezas anormales (Saacke ycol.,1998).



La evaluacién de la morfologia espermatica, se ha realizado tradicionalmente
mediante observaciones microscépicas, aunque se han ido desarrollando
tecnologias mas sofisticadas asistidas por ordenador para las evaluaciones
morfométricas. Estas evaluaciones permiten obtener valores mas repro-
ducibles y con mayor valor predictivo de la fertilidad. Ademads, permiten
discriminar distintas subpoblaciones presentes en un eyaculado, con una
significacién adaptativa y fisiolégica, asi como variaciones interindividuales
respecto a la susceptibilidad a la congelacién, que permitirian diferenciar
entre buenosy malos “congeladores” (Thurstony col., 2001).

Por otro lado, se ha descrito que el andlisis multiparamétrico de la cabeza
(forma de la cabeza; tamano del acrosoma; presencia de vacuolas
acrosomales, etc), permite obtener un mejor valor predictivo sobre la
fertilidad obtenida por fertilizacién in vitro (EI-Ghobashy y West 2003).

La clusterina (proteina de origen testicular y epididimal), se ha detectado en
espermatozoides de diversas especies con anomalias morfolégicas, y se ha
descrito que una espermatogénesis anormal es la causa de un aumento del
numero de células que contienen esta proteina (lbrahimy col., 2001).

Las investigaciones de nuestro grupo, han evidenciado diferencias esta-
disticas entre las muestras de semen de toros Sanmartinero y Cebt Brahman,
para las variables de viabilidad espermatica y concentracion espermdtica. En
latabla 1, se puede apreciar un mayor porcentaje de espermatozoides viables
(p<0.05), y una mayor concentraciéon de espermatozoides (p<0.001) en el
semen eyaculado de toros Sanmartinero, con respecto a los encontrados en
los toros Cebu Brahman. Estos resultados se asemejan a los reportados en
trabajos anteriores de nuestro grupo.

Tablal. Valores de viabilidad, motilidad y concentracién espermdtica en
semen de toros de las razas Sanmartineroy Cebu Brahman

l % motilidad % motilidad Concentracion

% viabilidad Espermatica

(1 x 10° spz)
Sanmartinero  76.69 +7.47*  75.61+14.05  76.34+11.97  1224.40 + 424.02**

masal individual

Cebu 64.08 £ 17.15 69.88 + 19.83 73.60 £ 15.43 692.20 + 206.33

*<0.05 **p<0.001

Igualmente, aunque no se encontraron diferencias estadisticas en los
porcentajes de espermatozoides métiles, si se evidenciaron diferencias
numéricas a favor de los toros Sanmartinero. Estos resultados sugieren de
alguna manera, una mayor fertilidad en los toros Sanmartinero.
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CAPITULO 2. PROTEINAS DEL PLASMA
SEMINAL DE TOROS SANMARTINERO Y CEBU

Uno de los problemas que afecta la eficiencia de los sistemas de produccién
ganadera, es la baja fertilidad del macho bovino. En este sentido, gran
nomero de investigaciones se han encaminado al desarrollo de metodo-
logias que permitan predecir con mayor seguridad y precisién la fertilidad del
reproductor. Entre estas metodologias se encuentran la determinacién de la
calidad seminal, la determinacién in vitro de los porcentajes de fertilidad, la
prueba de induccién in vitro de la reaccién acrosémica, el test hiposmético, la
evaluacién de la integridad de la cromatina, evaluacién del estado acrosomal
y la actividad mitocondrial entre otras. Sin embargo, los resultados al aplicar
estas metodologias no son consistentes, pues no tienen en cuenta aspectos
relacionados con el proceso mismo de la fecundacién, tales como la
capacitacién espermdatica, la habilidad del espermatozoide para alcanzar el
sitio de fertilizacién y fecundar el évulo, y la habilidad para activar el
desarrollo exitoso del embrién.

El avance en los procedimientos moleculares, han encaminado Ila
investigacién hacia la identificacién de componentes seminales, directa-
mente relacionados con la fertilidad del espermatozoide. Tal es el caso del
estudio de la estructura y funcionamiento de las proteinas del plasma
seminal, que han mostrado ser candidatas a convertirse en marcadores de la
fertilidad bovina.

Se sabe que el plasma seminal estdé compuesto por un conjunto de
secreciones, de las cuales el espermatozoide incorpora los componentes
necesarios para su supervivencia y capacidad fecundante. Entre los
componentes del plasma seminal, algunas proteinas juegan un papel
importante; estas se adsorben a la célula espermaética, gracias a su afinidad
por los lipidos presentes en la membrana plasmadatica, e inducen procesos
como la capacitacién espermdtica y la reaccién acrosémica, y estimulan la
afinidad por la zona peltcida del oocito, e incluso participan en la fusion de
los gametos.

La separaciéon por medio de técnicas electroforéticas de las proteinas del
plasma seminal, y su posterior identificacién, asi como el establecimiento del
papel que juegan en el funcionamiento del espermatozoide, pueden llevar a
encontrar la explicacién sobre la fertilidad de un reproductor. La presencia o
ausencia de proteinas especificas, asi como la diferencia en su cantidad



relativa, podrian explicar las diferencias en fertilidad de los reproductores.
Este escrito evidencia las diferencias en los perfiles electroforéticos
bidimensionales de las proteinas del plasma seminal de toros Sanmartinero y
Cebu Brahman, y la relacién existente entre las proteinas del plasma seminal
y la calidad espermadtica.

. La electroforesis en geles de poliacrilamida para separar
proteinas del plasma seminal bovino

La proteémica, es aceptada como el método mas eficaz para el andlisis de
proteinas, producto de la expresion de los genes. El andlisis proteémico a
diferencia del genémico, permite establecer la expresiéon dindmica de las
proteinas de un organismo, célula o tejido, en respuesta a estimulos internos
y externos, permitiendo un mayor entendimiento de los procesos celulares.

La electroforésis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) se considera la base
de las herramientas proteémicas, dado que es capaz de separar simultdnea-
mente gran cantidad de proteinas (Figura 3). La SDS-PAGE comprende la
separacién de las proteinas por peso molecular (una dimensién o 1D), y la
separaciéon por punto isoeléctrico y peso molecular (2D-PAGE o en dos
dimensiones). En la SDS-PAGE, las proteinas se separan de acuerdo con su
peso molecular (tamafo), haciendo pasar cada proteina por una matriz
polimérica que constituye la base de la separacién, dado que las moléculas
con mayor peso molecular tendran mayor dificultad para atravesar la matriz
de poliacrilamida (Figura 4A).

La migracién depende de la carga Las bandas se revelan
eléctrica de cada proteina mediante un colorante
Catodo Polo+

4
1 .2 .3

fio a>b>C . .
Taman Direccién del

a ;wa v movimiento
c "
Polo-

L Bandas correspondientes
s " \ a la migracién de cada
Gel de ¥ N Solucion porcién protéica.
poliacriamida tampon

Figura 3. Electroforesis en geles de poliacrilamida
(Adaptado de www.matragut.wordpress.com/la-revolucion-genetica)
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Figura 4. A) electroforesis unidimensional de proteinas de plasma seminal
bovino y B) electroforesis bidimensional de proteinas de plasma seminal bovino

En la 2D-PAGE (Figura 4B), previa a la separacién por peso molecular, se
realiza una separacién por punto isoeléctrico mediante isoelectroenfoque
(IEF). Esta separacién, se realiza mediante el uso de un gradiente de pH en el
que las proteinas se separan hasta que alcanzan una posicién estacionaria en
la cual su carga neta se hace cero, punto que se conoce como isoeléctrico (pl).
La 2D-PAGE, se considera mas especifica y valiosa por la informacién que
arroja acerca de las caracteristicas del proteoma de una muestra.

Esta se desarrollé por primera vez por O'Farrell en 1975 y ha sufrido ciertos
cambios que la han hecho reproducible y sensible. El principal cambio en el
protocolo original fue la introduccién de tiras de gradiente de pH
inmovilizado (Gorg, 1988), lo cual resolvié el problema de la inestabilidad y la
baja reproducibilidad (Figura 5).

Figura 5. Electroforesis bidimensional. A) hidratacién de tiras de isoelectro-
enfoque, B) bandeja de isoelectroenfoque, C) cédmara de isoelectroenfoque,
D) tira de isoelectroenfoque anadida al gel de poliacrilamida por medio de
agarosa, E) ensamble de la cdmara vertical para la segunda dimensién y F)
segunda dimensién de la electroforesis



. Proteinas del plasma seminal

El plasma seminal es una mezcla de secreciones originadas en los testiculos,
el epididimo y las glandulas sexuales accesorias. Este complejo contiene gran
cantidad de polipéptidos de los cuales algunos se unen al espermatozoide y
por consiguiente tienen un papel importante en la habilidad fertilizante del
mismo. En los toros, se ha demostrado que las proteinas del plasma seminal
potencializan la respuesta del espermatozoide a la zona pelGcida
(Manjunath,1993) y estan involucradas en cambios que sufre el esperma-
tozoide, previos a la fecundacién.

En 1993, Manjunath reporté cuatro tipos de proteinas designadas como BSP-
A1, BSP-A2, BSP-A3 y BSP 30KDa. Las A1 y A2 se denominaron previamente
como gonadostatinas (Desnoyers y col.,1994); posteriormente y tras deter-
minar su estructura, se designaron como proteinas PDC 109. Estas tltimas
son las mds abundantes en el plasma seminal, con concentraciones de 15 a
25 mg/mL de plasma seminal. Los andlisis revelan que la cadena peptidica de
las PDC 109 estd alineada en dos pliegues beta antiparalelos que se
extienden perpendicularmente, y dos espirales irregulares soportan un largo
sitio hidrofébico. Los dominios de fribronectina demuestran una habilidad
especial para unirse a los lipidos.

El papel de las proteinas BSP estd relacionado con la variacién lipidica que
ocurre en la membrana espermatica, durante la capacitacion y la reaccién
acrosémica. Las BSP se adsorben a la membrana plasmdatica del esperma-
tozoide, por interaccién con fosfolipidos que contienen fosforilcolina, provo-
cando la decapacitacién del espermatozoide y previniendo la capacitaciéon
prematura del mismo (Souza, 2008). En su conjunto, las BSP representan del
40 al 57 % (Manjunath, 1987) del total de las proteinas del plasma seminal
(BSPATyA2:de25a47%,BSP A3: de 3 a 5%y BSP 30 KDa: de 3 a 7%).

En el ovino, se ha reportado ademas, la presencia de otro tipo de proteinas en
el plasma seminal, que aunque en menor proporcién a las BSP son de
especial importancia dado que mantienen la integridad de la membrana
plasmatica y pueden, tanto reparar como prevenir los dafos sufridos por el
esperma luego de un shock térmico por frio. Estas proteinas designadas como
RSVP14 y RSPV20, sintetizadas exclusivamente por las vesiculas seminales
(Barrios y Pérez, 2000) y determinadas mediante electroforesis 2D PAGE
(Cardozo, 2006), son las responsables de este efecto protector (Ferndndez y
Col., 2006). Estos Cltimos hallazgos abren la puerta al desarrollo de
alternativas moleculares para el mejoramiento de la habilidad fecundante
del espermatozoide.
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. Perfiles electroforéticos de las proteinas del plasma
seminal de foros Sanmartinero y Cebd

Los mapas electroforéticos de las proteinas del plasma seminal de toros
Sanmartinero y Cebu, presentan ciertas semejanzas en cuanto a la ubicaciéon
de muchos de los puntos (Figura 6).

A
60 |
<«—Plasma seminal
(ﬁ'l‘jw) 30 1 de toro Sanmartinero
a
15 +
v 0
«<— Plasma seminal
60 1 de toro Cebu Brahman
Mw
(kDa) 30+
151
v

Figura 6. Geles bidimensionales de proteinas de plasma seminal de toros
Sanmartinero y Cebtu Brahman. Se sefala en la parte izquierda la escala de
pesos moleculares y en la parte superior la de puntos isoeléctricos.

El andlisis de los mapas proteémicos de los toros Sanmartinero, evidenciaron
la presencia de 75 puntos con pls entre 3.6 y 9.8 y pesos moleculares (Mw)
entre 9.2 y 78.5 Kilodalton (kDa). Asi mismo, se encontré que el 85.3 % de los
puntos detectados, tienen pH dcido. Por su parte, en el mapa proteémico del
plasma seminal de los toros Cebt Brahman, se detecté un total de 67 puntos
de proteina, con pls entre 3.9 y 9.8; y pesos moleculares entre 12.3 y 76.0
kDa. El76 % de estos puntos presentan pH dcido (Figura 6).

Asi mismo, al comparar el proteéma del plasma seminal de las dos razas, se
evidencié la presencia de 11 puntos de proteina exclusivos de los toros
Sanmartinero (Figura 7). Estos puntos presentan pesos moleculares entre 9.2
y 71.2 kDa, 3 de los cuales presentan pl mayor a 7. El punto “1001” (Mw de
12 kDa y pl de 4.3), es el punto exclusivo de plasma de Sanmartinero, que se
presenta con mayor frecuencia en las muestras analizadas (Tabla 2).
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Figura 7. Gel virtual obtenido a partir de geles de proteinas de plasma
seminal de toros Sanmartinero. Las flechas sefalan los puntos exclusivos
detectados en plasma seminal de esta raza

Tabla 2. Pesos moleculares y puntos isoeléctricos de los puntos de proteina
exclusivos de la raza Sanmartinero. Se sefialan los puntos que aparecen con
mayor frecuencia.

Punto de proteina Peso molecular (kDa) Punto isoeléctrico (pH) n

1801 69.4 4.2

7
1802 71.2 4.0 7
0304 23.2 3.6 5
0202 18.2 3.8 6
R, P T
3703 55.3 5.2 9
4606 48.2 5.3 7
4609 52.2 5.7 5
6503 32.1 6.1 5
8403 25.1 7.7 7
9007 9,2 e 8,99 10

En lo que respecta al mapa electroforético del plasma seminal de los toros
Cebu Brahman, existen 15 puntos que solo aparecen en muestras de ésta
raza (Figura 8). Estos puntos tienen un rango de pl entre 4.8 y 9.8, y pesos
moleculares entre 12.5y 73.5 kDa
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Figura 8. Gel virtual obtenido a partir de geles de proteinas de plasma
seminal de toros Cebu Brahman. Las flechas sefalan los puntos exclusivos
detectados en plasma seminal de esta raza

Los puntos “3001” y “3204" aparecen en todos los mapas de los toros Cebu
Brahman analizados, en tanto que el punto “3303” aparece en 22 de las
muestras analizadas. Siete de estos puntos (6603, 6703, 7302, 7513, 6809,
6810 y 8290) tienen pl superior a 7 (Tabla 3). Los puntos 3001 y 3204,
presentaron pl y Mw cercanos y similares a los reportados para las proteinas
BSP, lo que podria sugerir que se trata de alguna isoforma de estas proteinas
que se expresa en toros de esta raza.

Tabla 3. Pesos moleculares y puntos isoeléctricos de los puntos de proteina
exclusivos de la raza Cebu Brahman. Se sehalan los puntos que se
presentaron con mayor frecuencia

Punto de proteina Peso molecular (kDa) Punto isoeléctrico (pH) n

3001 16,4 -~
3204 15,50 .
3607 46.8 8

4107 13.6 . 12
4009 12.9 6.4 6
6322 447 6.6 8
6601 53.6 6.8 12
6603 54.6 7.0 10
6703 13.6 7.2 14
7302 18.5 7.7 8
7513 15.7 8.2 6
6809 73.5 7.3 8
6810 73.5 7.5 8
8290 37.2 9.1 7




De otro lado, al comparar las cantidades relativas (determinadas a partir de la
densidad éptica de cada punto) de los puntos de proteina presentes en ambas
razas, y obtenidas mediante el programa de andlisis de imagenes (PD Quest),
se encontré que diez de estos puntos presentaron diferencias significativas
(p<0.05)(Figura 9), cinco (puntos 3203, 3606, 3503, 4102 y 8301) con mayor
cantidad en toros Sanmartinero y los puntos 1402, 2202, 4002, 6806 y 9002,
con mayor cantidad en toros Cebu (Tabla 4).

4.0 5.2 6.4 9.2
i I l —>
601 e
3606
M 1402
(kDW) 30+ ' 3503
& o0t
T U
I 8301
2202 . 3203
3 4102 .
151 0. 4. .
v *® AN «—9002

4002

Figura 9. Puntos que coinciden en los mapas electroforéticos de plasma
seminal de las razas Sanmartinero y Cebt Brahman. Se sefalan con flechas
verdes los que presentan mayor cantidad relativa en plasma de toros
Sanmartinero y con flechas rojas los que presentan mayor cantidad relativa
en plasma de toros Cebu

Tabla 4. Puntos de proteina que presentaron diferencias significativas
(p<0.05) cuando se compararon las cantidades relativas de cada punto en las
razas Sanmartinero y Cebd Brahman

Cantidad relativa (%) de los puntos de proteinas (Mw/pl)

1402 2202 3203 3606 3503
Raza (28.76/4.37) | (17.4/5.01) | (16.89/5.32) | (44.55/5.10) | (35.41/5.23)
Sanmartinero|1.72 £0.66 |1.2+0.42 245+0.54 (4.45+2.01 |4.85+1.82
Cebu 2.37+049 |2.92+0.73 |1.45+0.47 |2.64+0.87 |1.60*0.56

Cantidad relativa (%) de los puntos de proteinas (Mw/pl)

4002 4102 6806 8301 9002
Raza (13.10/5.56) (15.26/5.67) (75.53/6.15) (21.66/7.33) (10.55/9.8)
Sanmartinero|2.76 +0.80 |3.38+1.55 (3.54+0.64 (3.89+1.68 |3.37+1.24
Cebu 5.50+2.23 |2.05+0.64 |4.99+1.83 |2.61+0.66 |5.36+1.39
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- Relacion entre las proteinas del plasma seminal v [a
calidad seminal

La relacién entre la concentracién de cada punto de proteina y las variables
de calidad seminal (viabilidad, motilidad, concentracién), se establecié
mediante la prueba de correlacién de Pearson en cada una de las razas.

Los resultados muestran que, un punto de proteina de 16.2 kDa y pl 5.5,
correlacioné positivamente con la viabilidad espermatica (r=0.64 p<0.001)
en la raza Sanmartinero; mientras que en la raza CebU Brahman, la
correlacién con viabilidad (r =0.56 p<0.05) se establecié con un punto de
69.9 kDay pl 6.3. Se presentaron también, otras correlaciones con viabilidad,
aunque con un coeficiente menor (Tablas 5y 6).

En las tablas 5y 6, se muestra igualmente las correlaciones encontradas entre
algunos puntos de proteinas y la motilidad espermdtica (Tablas 5 y 6). Se
determiné igualmente, que existen correlaciones (resultados no mostrados)
entre puntos de proteina de diferentes pesos moleculares. Tal es el caso de
dos puntos de proteina, en plasma seminal de toros Sanmartinero, con
puntos isoeléctricos de 5.5 y 5.7 y pesos moleculares de 16.2 y 15.3
respectivamente, los cuales presentaron una correlacién alta (0.99 p<0.05)
entre ellos.

Tabla 5. Coeficientes de correlacién entre puntos de proteina y pardmetros
de calidad seminal en plasma de toros Sanmartinero.

Coeficientes de correlacion (r)

Punto de proteina (MW y pl) Viabilidad (%) Motilidad (%) Conc. espermatica

(23.22-3.59) 0.91*
(17.40-5.01) 0.42*

(45.01-4.94) 0.66*
(13.52-5.17) 0.40* 0.48*
(44.70-5.20) -0.58*

(16.20-5.5) 0.63**

(14.93-5.86) -0.42*

(76.0-6.00) 0.58*
(14.08-6.08) 0.49*
(32.06-6.11) 0.96*

(42.20-6.13) -0.85* -0.94*
(75.60-6.07) 0.52*

(60.66-6.33) 0.87*
(17.24-9.02) 0.53* 0.58*
(10.55-9.80) -0.51*

*5<0.05 **p<0.001



Tabla 5. Coeficientes de correlacién entre puntos de proteina y parametros
de calidad seminal en plasma de toros Cebt Brahman

Coeficientes de correlacion (r)

Punto de proteina (MW y pl) Viabilidad (%) Motilidad (%) Con. espermatica

(12.34-4.53) 0.98*
(28.70-4.08) 0.41*
(13.23-4.94) -0.41*
(28.50-5.12) 0.50*
(28.90-5.41) 0.87*
(13.89-5.73) -0.64*
(14.75-5.71) -0.76*
(15.04-6.09) 0.45*
(14.59-6.64) 0.68*
(69.91-6.34) 0.56*
7501 (24.77-7.01) 0.62*

*p<0.05 **p<0.001

Es posible que el punto de 16.2 kDa y pl de 5.5, corresponda a una proteina
perteneciente al grupo de las BSP. La caracterizacién de las proteinas BSP ha
determinado que experimentalmente tienen peso molecular de 16.8 y punto
isoeléctrico de 5.1, valores que pueden variar de acuerdo a los grados de
glicosilaciéon (Manjunath, 2009). Entre otras funciones, se ha encontrado que
las proteinas BSP. promueven la unién del espermatozoide al epitelio del
oviducto, formando reservorios espermaticos en la superficie de las células
epiteliales oviductales, por interaccion con residuos de fucosa. Los
espermatozoides depositados en el tracto reproductivo de la hembra son
atrapados en el segmento inicial del oviducto por interacciéon con las células
epiteliales, manteniendo la viabilidad y la motilidad del espermatozoide
hasta el momento de la ovulacién, regulando la capacitaciéon, y previniendo
la poliespermia, por cuanto solo permite que un pequeno nimero de
espermatozoides alcance al oocito (Yanagimach, 1994).

De otra parte, existe evidencia de que las proteinas BSP promueven el flujo
del colesterol en los espermatozoides bovinos, lo cual confiere un papel
importante en la regulacién de la capacitaciéon (Therien, 1999). En el epitelio
oviductal, la albumina y residuos de fucosa se adhieren a la membrana
espermatica, especificamente a las proteinas BSP, facilitando la formacion de
los reservorios oviductales.

De otro lado, en el mapa proteémico de toros Sanmartinero, el punto de
proteina con peso molecularde 13.52 y pl 5.17, que probablemente también
pertenezca a la familia de las proteinas BSP, presenté coeficientes de
correlacion de 0.40 y 0.48 (p<0.05) con la motilidad y la concentracién
espermdtica respectivamente. La idea de que este punto de proteina
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corresponda a un tipo de BSP, no solo se apoya en la posicién del punto en el
gel (peso molecular y punto isoeléctrico) sino ademads en la relacién que se
logré determinar con éstos pardmetros de calidad seminal.

Contrario al plasma seminal de Sanmartinero, un punto de proteina de 13.2
kDay pl 4.9, presenté correlacién negativa (r= 0.41 p<0.05) con la viabilidad
espermdtica en semen de toros Cebu Brahman. Este punto al parecer
corresponde a la BSP A3. Al respecto, Gatheway y Manjunath, en el 2003,
lograron evidenciar que, en presencia de fluidos oviductales, las proteinas BSP
A3, asi como las BSP de 30 kDa, aumentan el indice de adhesion de los
espermatozoides al epitelio oviductal, sin embargo un exceso de BSP A3 en
solucién, puede inhibir ésta interaccion celular.

En conclusion se puede decir que la electroforesis bidimensional es una
potente herramienta para separar proteinas de soluciones complejas como el
plasma seminal. En esta investigacién se evidencio, que tanto en el plasma
seminal de toros Sanmartinero, como en el plasma de los toros Cebu
Brahman, existen proteinas especificas que se relacionan con las variables de
calidad seminal, ya sea de forma positiva o de forma negativa, y que muy
posiblemente existan interacciones entre estas, lo cual aseguraria el normal
funcionamiento del espermatozoide. La mayor cantidad de puntos de
proteina encontrados en el plasma seminal de toros Sanmartinero, la mayor
concentracién de ciertas proteinas y su mayor correlacién con las variables de
calidad seminal, podria explicar la fertilidad superior de esta raza, y justifica la
realizacién de nuevas investigaciones, que permitan corroborar estos
resultados.

Toro Sanmartinero

Toro Cebu Brahman



CAPITULO 3. LA ADICION DE PROTEINAS
DEL PLASMA SEMINAL, UNA ALTERNATIVA
PARA MEJORAR LA VIABILIDAD
POST- DESCONGELACION

El plasma seminal contiene proteinas funcionales especificas que han
permitido incrementar los porcentajes de espermatozoides viables post-
descongelacién (Barrios, 2000; Moura, 2006). Los estudios en la especie
ovina, evidenciaron la presencia de proteinas que revierten los danos ocasio-
nados a la membrana de espermatozoides expuestos a choques térmicos por
bajas temperaturas (Ollero y col.,1997). De tal forma, que existe la posibi-
lidad de que el uso de aditivos a base de proteinas del plasma seminal, logre
revertir en parte los dafos causados por los procesos de criopreservacién en
espermatozoides de toros Sanmartinero y Cebu Brahman al ser incubados
con fracciones que contienen proteinas especificas de plasma seminal.

. Metodologia

Separacion de las proteinas del plasma seminal por cromatografia
de exclusion por tamano

La cromatografia de exclusién por tamano es una técnica de separacion
basada en las diferencias entre los pesos moleculares de las sustancias a
separar (enzimas, proteinas, polisacdridos, dcidos nucleicos, hormonas y
otras macromoléculas biolégicas), donde las moléculas de mayor tamario
eluyen primero y las de menor tamano se retrasan (Figura 10)

Moléculas
Columna demod
u
o peso
de vidrio
Moléculas
de menor
Polimero peso
gelificado

Figura 10. llustracion del fundamento de la cromatografia de exclusion
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El proceso cromatografico utiliza como medio de separaciéon un polimero
constituido por particulas pequenas en estado de gel, que se encuentran
empaquetadas en una columna de vidrio. Las moléculas a separar son
transportadas a través de un liquido que retarda el avance de las moléculas a
través del lecho, actuando como una fuerza de resistencia. El polimero
gelificado presenta un entrecruzamiento que ocupa un espacio determinado
y deja zonas libres (poros). Las moléculas grandes no pueden penetrar esta
zona mientras las pequenas si, esto hace que las moléculas pequefias tengan
acceso a los poros de la matriz, por lo que las moléculas grandes tienen més
velocidad y fluyen més répido.

En la investigacién adelantada, el plasma seminal se obtuvo de toros Cebu y
Sanmartinero por centrifugacién. Posteriormente, el plasma seminal se con-
centré mediante microconcentradores ultra Amicon de 3 kda (Millipore®),
que dejan pasar proteinas de hasta 3Kda.

La matriz polimérica usada en la cromatografia, fue Sephacril S-100 y el
mévil fue buffer fosfato 0.05 M pH 8.0 empacado en una columna de 100 cm
de largo y 1 cm de diametro interno, con un volumen total de 79 mL, para
colectar fracciones separadas en tubos de 10 mL a flujo de 0.5 mL/minuto. Se
colectaron 50 fracciones en total, cada fraccién con volumen de 4 mL, las
cuales se sometieron a liofilizacién durante 24 horas.

» Adicion de las proteinas separadas a semen criopreservado

La criopreservacion de los espermatozoides, se realizé con dos diluyentes
diferentes: Citrato-fructosa con yema de huevo (CFY) y el medio comercial
para congelacién (Bioxcell®, IMV Francia). Las fracciones cromatogréficas,
que contenian las proteinas de interés, se adicionaron a 1 millén de
espermatozoides descongelados, en dosis de 0.5, 1, 1.5 y 2 mg del con-
centrado de proteinas resuspendidas en medio MHTF. Se usaron asi mismo,
dos controles: MHTF sin proteinas como control negativo y plasma seminal
completo como control positivo, para un total de 5 tratamientos. Posterior-
mente, los tratamientos se colocaron en incubacién a 37 °C durante 1 horaq,
al cabo de la cual, se determiné la viabilidad espermatica mediante el
método del ioduro de propidio-diacetato de carboxifluoresceina (Harrison y
Vickers, 1990) (Figura 11).

El efecto de reversién del dafio en la membrana de los esparmatozoides se
determiné mediante la formula:

% reversion =(V[)6();Vgg()) x 100
Dénde: (Fw=Vc60)
Vw = viabilidad de la muestra fresca antes de la congelacién

Vc60 = viabilidad de la muestra control al cabo de una hora
Vp60 = viabilidad de la muestra con proteinas al cabo de una hora



Figura 11. Espermatozoides tenidos con Diacetato de Carboxifluoresceina
y loduro de propidio (A). Espermatozoides con membrana espermatica
integra (viables), (B) Espermatozoides con membrana espermética darada
(noviables).

« Resultados

- Cromatografia de exclusiony separacion de fracciones

Por estudios previos, se establecié que las proteinas del plasma seminal de
toros Sanmartinero y Cebu tienen pesos moleculares entre 9.2 y 78.5 kDa.
Asi mismo se determiné que ciertas proteinas de bajo peso molecular,
presentaban correlaciéon importante entre la cantidad relativa (medida en
porcentaije) y la viabilidad espermatica (r= 0.64, p<0.001). En razén a esta
relacién, se decidié separar mediante exclusiéon por tamano, la fraccién
cromatografica que contenia estos puntos de proteina (Figura 12), lo cual se
comprobd, al realizar la electroforesis bidimensional de la misma (Figura 13).
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Figura 12. Cromatograma del fraccionamiento de proteinas del plasma
seminal mediante cromatografia de exclusién por tamafo se senala el pico
mas abundante que comprende las fracciones 20 a 25.
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El gel en dos dimensiones demostré que las dos bandas de 14 y 16 kDq,
mostradas en los geles 1D (trabajo anterior), representan mas de una sola

proteina especifica.
4.2 5.1 6.1 7.0 4.2 5.1 6.1 7.0
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Figura 13. Electroforesis bidimensional de plasma seminal de Sanmartinero
con rango de separacion de pH 4 a 7. (A) Gel bidimensional de plasma
seminal completo, (B) Gel bidimensional de la fraccién 20, se sefalan los
pesos moleculares aproximados y los puntos isoeléctricos de los 7 puntos
presentes en las bandas de 14y 16 kDa.

- Adicion de las fracciones cromatograficas

Cuando se evalué el efecto de la adicién de la fraccion proteica en diferentes
dosis (0.5, 1, 1.5y 2 mg/mL) en espermatozoides descongelados, se eviden-
cié un aumento en el porcentaje de espermatozoides viables con respecto a
las muestras control, que no contienen proteinas adicionadas (Figura 14,15).

Incremento de la viabilidad post-descongelaciéon en

espermatozoides congelados con yema de huevo
40W

30
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0 4+

BE ) 0.5 mg/mL Tmg/mL 1.5mg/mL 2mg/mL

-10 4

-20

% de incremento de la viabilidad

-30 J Dosis de la fraccién 20 - 25 adicionada

*Medias con letra diferente presentan diferencias significativas (p<0.05)

Figura 14. Incremento porcentual de la viabilidad post-descongelacién
de 1 millé6n de espermatozoides criopreservados con yema de huevo.
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Figura 15. Incremento porcentual de la viabilidad post-descongelacién de
1 millén de espermatozoides criopreservados con Bioxcell® comercial.

Los esperma’rozmdes incubados (criopreservados con yema de huevo) con
1.0y 1.5 mg/]O spz de la fraccién cromatogréfica, presentaron un incre-
mento en el porcentaje de espermas viables de 22.0 = 6.5% con respecto a
aquellos a los que no se les adicioné. En tanto que con 0.5 mg de la fraccién,
se obtuvo un incremento de 25.2 = 5.3% en el porcentaje de esperma-
tozoides viables, cuando estos se criopreservaron con Bioxcell, dosis mayores
de la fraccién parecen tener un efecto nocivo.

Al evaluar el efecto de la adicion de la fraccién de proteinas (cromatogrdfica)
en la reversion del dafio en la membrana espermdtica, se corroboré que con
una dosis de 0.5 mg/1 Oéspz, se presenta los mayores porcentajes de rever-
sién, cuando estos han sido criopreservados con el medio Bioxcell (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de espermatozoides viables en semen fresco y
descongelado (criopreservado con medio Bioxcell) e incubado con diferentes
dosis de la fraccién cromatografica.

Porcentaje de espermatozoides viables (%)

Semen o Proteinas 0,5mg/10° | 1mg/10® | 1,5mgi10° | 2mg/10°
ontro

fresco plasma seminal spz spz spz spz

7070 | 27.91° 19.94° 32.32° 25.73% 23.51% 22.20%

16.13 +5.16 +5.66 +6.55 +6.32 6.38 16.69

*Medias con diferente letra son estadisticamente diferentes (p<0.05)

29



30

Cuando el andlisis se realizé en aquellos espermatozoides que fueron
criopreservados en medio con yema de huevo, el porcentaje de reversion del
dano es de 15,23%, y los Unicos tratamientos que tienen un efecto de
reversién del dafo, son las dosis comprendidas entre 1.0 y 2.0 mg/106
espermatozoides (Figura15).

Diferencias de viabilidad en espermatozoides de
Sanmartinero y Cebu sometidos a criopreservaciion

90
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Figura 15. Porcentajes de viabilidad espermatica en semen de toros de las
razas Sanmartinero y Cebu Brahman en semen fresco, descongelado e
incubado con una dosis de fracciéon 20-25 de 0.5 mg/10%espermatozoides.

En trabajos del nivel internacional, se ha reportado la presencia de bandas
de proteina con pesos moleculares (14 y 16 kDa) similares a las encontradas
en la fraccién cromatogrdfica objeto del presente trabajo, y que podrian
coincidir con las proteinas que se conocen como BSP  El papel de las
proteinas BSP puede estar relacionado con la modulacién lipidica que ocurre
en la membrana durante la capacitacién y la reacciéon acrosémica. Se ha
propuesto que las proteinas BSP cubren la superficie del espermatozoide por
interaccién con fosfolipidos que contienen fosforilcolina, esto decapacita al
espermatozoide y previene la capacitacién prematura del mismo.

Se sabe que las BSP comprenden el grupo de proteinas mds abundantes en el
plasma seminal bovino (Manjunath, 1993; Therien, 1997; Therien y
Manjunath, 1999; Swamy, 2004; Moura, 2006), las BSP representan del 40
al 57 % de las proteinas totales del plasma seminal (BSP A1 y A2: de 25 a
47%, BSP A3: de 3 a 5%y BSP 30 KDa: de 3 a 7%) lo cual también se evidencié
en esta investigacion. Sin embargo, solo hasta cuando se realice la
secuenciacién de las proteinas presentes en la fraccion cromatografica que
se analizé, se podria establecer que corresponden a las BSP.



« Conclusiones

Los resultados de esta investigacién evidenciaron la posibilidad de poder
utilizar proteinas del plasma seminal, para revertir el dafo ocasionado a la
membrana del espermatozoide durante el proceso de congelacién, y muy
posiblemente su utilizacién como aditivo a los medios de congelacién para
prevenir el dafio provocado por este proceso. Igualmente se observé una
clara interaccién del medio que se utilizé en la criopreservacién de los
espermatozoides, sobre el efecto de reversién del dafo de la fraccién de
proteinas empleada.

Se evidencié un claro efecto positivo de la adicién de la fraccién de proteinas,
en la recuperacién del dafio de la membrana espermatica, ocasionado por la
criopreservacién, cuando se adicion6 a espermatozoides de toros
Sanmartinero; mientras que para espermatozoides de toros Cebu, el efecto
no es suficiente para considerarlo significativo, justificando la realizacién de
nuevas investigaciones, con el fin de lograr conseguir proteinas que puedan
servir para ambas razas, o encontrar proteinas especificas para cada raza.
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CAPITULO 4. PROTEINAS DE LA MEMBRANA
PLASMATICA Y SU RELACION CON LAS VARIABLES
DE CALIDAD SEMINAL

Las proteinas de la superficie espermdtica juegan un papel crucial en la
fecundacién y pueden estar implicadas en multitud de funciones relacio-
nadas como: la adquisicién de la motilidad, la unién a las células del epitelio
oviductal en el tracto reproductor femenino, la capacitacién y subsiguiente
reacciéon acrosémica, la unién a las células del cummulus o a la zona peltcida
y su penetracién, y por Gltimo, la unién con la membrana plasmdatica del
ovocito y su fusién. Estas proteinas presentan una gran diversidad tanto en
su lugar de sintesis, como en su lugar de asociacién a la membrana, y en su
funcién especifica. Entre las funciones que pueden desempefnar se
encuentran las de transportadores, canales, enzimas, receptores y elementos
del citoesqueleto (Figura 16).

Exterior celular Anclaje y conexion

A Receptores Enzimas

ooy Interior celular

Figura 16. Esquema de las proteinas y su funcion en membrana celular
(adaptado de www. educared.org)

Las proteinas presentes en la membrana se clasifican en integrales y peri-
féricas. Las integrales son muy importantes en el transporte y la transduccién
de senales, mientras que las periféricas estan asociadas a la superficie,
donde forman un esqueleto de membrana mediante interacciones con pro-
teinas integrales especificas (Marchesi,1985). Esto conlleva el mantenimiento
de la forma celular y define la distribucion de las proteinas integrales.

Se conoce que la composicién proteica de la membrana del espermatozoide
estd sujeta a constantes modificaciones, de tal forma que las proteinas
sintetizadas durante la espermiogénesis, pueden perderse o enmascararse
en el proceso de maduracién a lo largo del tracto reproductor masculino, ser



reemplazadas por otras nuevas, reorganizarse o cambiar de lugar. No debe
olvidarse igualmente que otras muchas pertenecen al plasma seminal
secretado por las gldndulas accesorias y pasan a formar parte del
espermatozoide tras la eyaculacién.

Otro aspecto importante a considerar es que durante su transito en el tracto
reproductor femenino, pueden modificarse o eliminarse, como en el caso de
algunos factores descapacitantes (Carballada y Esponda, 1998). Algunas
proteinas tienen la funcién de estabilizar la membrana hasta el momento
adecuado, mientras que otras contribuyen a la pérdida de la membrana, es
decir, a la exocitosis. Del equilibrio entre la acciéon de estas proteinas,
depende que la capacitacién se produzca en el momento oportuno (De
Jonge, 1999).

Igualmente se ha descrito en la superficie espermdatica de bovino, un receptor
del factor | de crecimiento semejante a la insulina (IGF-1), que estimula la mo-
tilidad y esta implicado en el proceso de fertilizacion (Henricks, y col., 1998).

En cuanto a las proteinas implicadas en las interacciones espermatozoide-
ovocito (Figura 17), se ha propuesto la existencia de un gran nomero de
proteinas espermdticas que actGan como receptores especificos de las glico-
proteinas de la zona pelucida del ovocito (ZP). Dichas proteinas se denominan
genéricamente proteinas de unién al ovocito (eggbinding proteins o EBPs) y
pueden clasificarse en dos grupos, segun estén implicadas en la unién
primaria o secundaria con la zona pelucida .

—————————— Acrosoma intacto

15— Vesicula acrosémica
.

Unién del espermatozoide

D a la zona pelucida
C
f\S Q
Ty (/S

Figura 17. Unién del espermatozoide con la zona peltcida del ovocito

Las implicadas en la unién primaria se localizan en el segmento principal de
la membrana plasmaética, recubriendo el acrosoma, y se pierden como
consecuencia de la exocitosis acrosomal. Tras la capacitacién aumenta la
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afinidad de unién a la ZP de los receptores implicados en la unién primaria.
La unién a la ZP conduce instantGneamente a la reaccién acrosémica (Fazeliy
col.,1997), por lo que se ha propuesto que algunas de estas proteinas
integrales implicadas en la unién primaria, poseen un dominio extracelular
qgue es el sitio de unién a la ZP y un dominio citosélico, que actta como
activador de las vias de transduccién de senales intracelulares en la reacciéon
acrosémica (Brewis y Wong, 1999).

Se ha descrito que proteinas como las ZRK (zona receptor kinase),
zonadhesinas y otros compuestos desconocidos capaces de atravesar la
membrana podrian formar un receptor multimérico, que tras la unién a la
zona pelucida inicie la agregacién de las moléculas de transduccién del
complejo receptor, disparando las rutas que conducen a la reaccién
acrosémica (Flormany col.,1998).

La unién secundaria a la zona pelucida ocurre tras la reaccién acrosémica.
Las EBPs implicadas en esta unién secundaria han dejado la superficie y se
encuentran ahora en la vesicula acrosomal, y sélo estardn expuestas a la
interaccion con la ZP tras la dispersion de la matriz acrosomal. Entre ellas
estarian la PH-20 en cobaya (Phelps y Myles, 1987) y hombre (Lin, y col.,
1993), la proacrosina-acrosina (Tépfer-Petersen,1996; Howes y Jones 2002)
yla Sp 17 en conejo (Richardsony col.,1994).

Algunas de estas proteinas, ademds de actuar como receptores para la
interaccion secundaria, poseen diversas actividades enzimaticas. Es el caso
de la proteina PH-20, localizada en la membrana de varias especies que
presenta actividad hialuronidasa, para la digestion de la envoltura del
ovocito. Esta proteina migra de la regién postacrosomal hacia la membrana
acrosomal interna tras la reaccién acrosémica (Myles y Primakoff, 1984),
quedando expuesta, por lo que podria estar implicada en la unién a la ZP
(Phelps y Myles, 1987) o en la fusion con el ovocito. Existen homélogas en el
bovino (Lalancette y col., 2001).

Otro ejemplo es la acrosina, que ademds de contribuir con su unién
contribuye a que el espermatozoide hiperactivado permanezca unido a la ZP,
posee actividad enzimdtica para la digestién de dicha matriz. Existen
asimismo, en la membrana espermaética, proteinas relacionadas directa-
mente con la fusién con el ovocito.

El espermatozoide, una vez ha atravesado la ZP, se une al oolema por su
region ecuatorial. Por ello, aquellas proteinas relacionadas con la fusién se
localizan en el segmento ecuatorial de la membrana espermadtica. Es el caso
de la fertilina, también llamada PH-30, localizada en el apice acrosomal en
cobaya (Yuan, Primakoff y col.,1997) y en el segmento ecuatorial en ratén,
donde también aparece en la membrana acrosomal interna.



. Obtencion de las proteinas de membrana

El primer punto a tener en cuenta en el momento de obtener las proteinas de
membrana, es garantizar una cantidad suficiente de espermatozoides, y asi
obtener suficiente proteina, para esto existen varios métodos de seleccién de
espermas. En nuestro caso, se empleé el método de nadado hacia arriba o
Swim up (Figura 18), que permite selecciongr las mejores células. En esta
investigacién se empled un minimo de 23x10 espermatozoides con lo cual se
garantiza la suficiente cantidad de proteina para realizar la electroforesis
bidimensional.
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Figura 18. Método de Swim up para seleccién de espermatozoides

Una vez se tuvo el nUmero de espermas necesario, se procedié a la extracciéon
de las proteinas de membrana, para lo cual es conveniente aclarar, que es un
proceso laborioso y de gran rigurosidad, para alcanzar el objetivo. En el
procedimiento se emplean una serie de metodologias tendientes a tener una
muestra éptima, que permita adelantar el proceso de separacion electro-
forética de las mismas.

En la preparacién de la muestra, las proteinas se deben desnaturalizar,
desagregar, reducir y solubilizar, con el propésito de alcanzar una completa
destruccion de las interacciones moleculares, y asegurar que cada punto
represente un polipéptido individual (Gorg y col., 2004). Si se quiere obtener
la méaxima ventaja de la alta resolucion obtenida con la 2D-PAGE, los expe-
rimentos deben realizarse bajo condiciones desnaturalizantes (Molloy, 2000).

Hay tres pasos fundamentales en la preparacién de la muestra: la lisis celular,
la inactivaciéon o eliminacién de las sustancias que interfieren con el
desarrollo del proceso, y la solubilizacién de las proteinas. Pasos adicionales
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en la preparacion de la muestra pueden mejorar los resultados finales, pero
cada paso adicional puede provocar pérdidas de proteina, resultando una
incompleta representacion electroforética de las proteinas de la muestra
(Berkelmany Stenstedt,1998)

La destruccién celular puede alcanzarse por lisis osmética, por el proce-
dimiento de congelacién-descongelacién, lisis con detergentes, lisis enzi-
matica de la pared celular, sonicacién, alta presién, cavitacién con nitrégeno
o con un homogenizador con cuchillas en rotacién. Durante o después de la
lisis celular, pueden aparecer compuestos tales como: enzimas proteoliticas,
sales, lipidos, dcidos nucleicos, polisacaridos y/o proteinas altamente
abundantes, los cuales interfieren con la solubilizacién de la muestra, o con
el proceso de electroforesis, especialmente en la etapa de isoelectroenfoque,
y por tanto deben eliminarse o inactivarse (Gorgy col., 2004).

En esta investigacién se empleé un procedimiento quimico, que utilizé como
detergente el n-Octyl L-Glucopiranoside. El medio de extraccién utilizado se
basa en el descrito por Pixtén y col.,2004 y modificado para semen humano
por Martinez-Heredia, J 2006, el cual tiene la siguiente composicién: 7 M
urea, 2M thiourea, 1% CHAPS, 1% n-Octyl L-Glucopiranoside, 0.5% IPG
buffer, 18 mM DTT, 2.4 uM PMSF y 0.005% de azul de bromofenol. La
utilizacion de este método permitié obtener solo proteinas de membrana,
debido a que el n-Octyl L-Glucopiranoside, es un detergente suave.

. Separacion electroforética de las proteinas de
membrana

La separacién electroforética de las proteinas se realizé tanto en una (SDS-
PAGE) como en dos dimensiones (2D-PAGE), de acuerdo a los protocolos de
Laemmli (1970) y O Farrel (1975) respectivamente. Tanto el gel de poli-
acrilamida empleado en la SDS-PAGE, como en la segunda dimensién de la
2D-PAGE, se realizé en gradiente de concentracién lineal de 8-12%.

» Electroforesis unidimensional

Los resultados de la SDS-PAGE, evidenciaron la presencia de 36 bandas de
proteina tanto en la membrana de toros Sanmartinero, como en toros Cebt
Brahman. Los pesos moleculares de las bandas de proteina estuvieron entre
11y 341 kDa (Figura 19).
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Figura 19. Bandas de proteina de la membrana del espermatozoide de toros
Sanmartinero.

En la Tabla 7 se relacionan las bandas de proteina que se encontraron en la
mayoria de las muestras seminales, de los toros objeto de la investigacién.
Las demdés bandas de proteina no se tuvieron en cuenta en el andlisis, debido
a la poca frecuencia de presentacion, razén por la cual no se referencian en
latabla.

Un dato a tener en cuenta, es que al analizar la imagen de los geles, se
evidencia que no todos los toros presentan el mismo patrén de bandeo, ni el
mismo numero de bandas de proteina. Tal es el caso de la banda de proteina
de peso molecular de 217.2 kDa, la cual aparece con mds frecuencia en los
toros Sanmartinero, pero en 4 de ellos desaparece en el tercer muestreo;
mientras que en los toros Ceby, solo aparece en el primer muestreo de nueve
deellos.

Se evidencia en la Tabla 7, la existencia de diferencias estadisticas en la con-
centracién de 7 bandas de proteina, con una concentracién mayor en los
toros Cebu

En la raza Sanmartinero se encontré que las bandas de proteina de 136.8 y
19.7 kDa, correlacionaron negativamente (r=-0.51 y r=-0.55; P<0.05 y
p<0.001 respectivamente) con los valores de viabilidad espermadtica. En
tanto, la banda de proteina de 21.9 kDa, correlacioné positivamente
(r=0.42; p<0.05) con la motilidad progresiva.

En la raza Cebu, las bandas de proteina de 22.3, 19.7, 18.7 y 12.8 kDa,
correlacionaron negativamente (r= -0.54, -0.52, -0.61 y -0.65
respectivamente; con p<0.05 para las dos primeras y p<0.01 para las dos
Ultimas) con el porcentaje de espermas viables. La proteina de 15.4 kDa,
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correlacioné (r=0.47, p<0.01) con la motilidad progresiva; mientras que la
proteina de 24.1 kDa, correlacioné negativamente (r=-0.57, p<0.01) con la
concentracién de espermas de la muestra.

Tabla 7. Concentracién de las bandas de proteina de la membrana de los
espermatozoides de toros Sanmartineroy Cebd Brahman.

Peso

17.V4
Molecular

Kda SANMARTINERO

2724 4.123 + 2.346* 2.637 £ 0.612*
136.8 5.838 + 3.064* 4.488 + 1.690*
491 4.643 + 1.829 5.628 + 2.403
37.7 6.081 + 2.233 4.906 + 1.918
36.0 6.860 + 2.446 4.804 + 1.850
34.2 5.664 + 1.700 5.234 + 1.937
32.3 5.522 + 2.577 5.928 + 3.809
30.8 5.410 £ 1.956 5.414 + 2.631
25.7 5.350 + 1.923 5.041 + 1.593
241 5.564 + 2.837 4.604 + 1.845
223 6.207 + 3.018* 4.196 + 1.166*
21.9 4.949 + 2.301 4.630 + 1.513
20.3

19.7 5.712 + 3.408 4.565 + 1.594
18.7 5.716 + 2.436 4.537 + 1.538
18.9 6.550 + 2.470 5.682 + 2.449
17.7 5.061 + 2.027* 3.942 + 1.059*
17.3

16.6 5.090 + 2.802 5.110 £ 2.133
15.8 4.411 + 1.880 5.113 £ 1.730
15.4 4.722 + 2.258 4.226 + 1.522
14,5 3.801 £ 1.676 4.297 + 1.470
12.8 4.363 + 2.474 3.877 + 1.605
11,7 4.857 + 2.399* 3.510 + 1.443*

*P<0.05 **p<0.01

Se puede observar un mayor nimero de proteinas que se relacionan nega-
tivamente con la integridad de la membrana, en Cebu, lo cual podria explicar
en cierta forma la menor viabilidad espermatica del semen de esta raza con
respecto a los valores de viabilidad encontrados en toros Sanmartinero.



En toros Sanmartinero, la proteina de 136.8 kDa que correlacioné negativa-
mente con el porcentaje de espermas viables, podria corresponder a una
desintegrina, la cual es importante en la unién esperma-oocito; mientras que
la proteina de 19.7, que también correlacion6é negativamente con la via-
bilidad, podria ser una de las BSP, proveniente del plasma seminal. Se sabe
gue uno de los papeles de la BSP, es provocar la salida de colesterol y de esta
forma desestabilizar la membrana, y provocar la reaccién del acrosoma, lo
cual explicaria esta correlacién. Es posible ademas, que la accién de la BSP de
desestabilizar la membrana espermatica, provoque la exposicién de un
ligando, que reconozca integrinas del 6vulo, facilitando la unién de las dos
células, y por consiguiente la fecundacion.

En cuanto a la proteina de 21.9 kDa, que correlacioné con la motilidad esper-
madtica, es posible que corresponda con una proteina que se encuentra a lo
largo de la cola del espermatozoide, cuya funcién estd relacionada con los
cambios répidos en la motilidad del esperma. Su accién se realiza por la
fosforilacién mediada por una proteinquinasa.

En los toros Cebu, las proteinas de 18.7, 19.7 y 22.3 kDa, que correlaciona-
ron negativamente con la viabilidad espermdtica, posiblemente correspon-
dan alas BSP, que como ya se explicé desestabilizan la membrana y provocan
la reaccién acrosémica. De otra parte, la proteina de 15.4 kDa que
correlacioné positivamente con la motilidad progresiva, podria corresponder
a una proteina que se ubica en la parte basal de la cola del espermatozoide, y
su accién podria ser mediante una enzima protein-tirosin-quinasa, a través
de la fosforilacién de la proteina en los residuos de tirosina.

Finalmente en la membrana del espermatozoide de los toros Cebt Brahman,
se encontré una proteina (24.1 kDa) que correlacioné negativamente con la
concentraciéon espermatica, posiblemente esta proteina corresponda a una
proteina que se ha vinculado a los procesos de espermatogénesis.

. Electroforesis bidimensional

En este procedimiento de separacién se emplearon tiras de poliacrilamida de
7 cm, con gradiente de pH inmovilizado en un rango de pl de 3 a 10. La
separacion de las proteinas tiene en cuenta dos caracteristicas importantes
de la proteina, su punto isoeléctrico y su peso molecular, por lo que la
informacién que se obtiene es mucho mas significativa.

Al momento de elaborar esta publicaciéon los resultados no estaban
concluidos, razén por la cual solo se puede decir que en el andlisis de los
mapas proteémicos, se detectaron entre 200 y 400 puntos de proteina.
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La figura 20 muestra los mapas proteémicos bidimensionales de toros de
las razas Sanmartinero y Cebu Brahman.

Figura 20. Mapa proteémico bidimensional de toros Cebt Brahman (A) y
toros Sanmartinero (B). Se aprecia un mayor nUmero de puntos de proteina
en el mapa de los toros Sanmartinero.

. Conclusiones

El estudio de las proteinas de la membrana del espermatozoide bovino,
permite explicar con gran detalle aspectos de la fisiologia celular, a nivel
molecular. Esta investigacion evidencié relaciones entre diversas proteinas y
funciones importantes de la célula espermdtica de ambas razas. Asi mismo se
establecieron diferencias en el patrén proteinico entre las mismas, y se
empezé a establecer la razén de las diferencias en el comportamiento
reproductivo de las razas investigadas. Los resultados aqui presentados
justifican la realizacién de futuras investigaciones que lleven a establecer
marcadores moleculares de fertilidad de los reproductores, con miras a
elevar los indices de eficiencia reproductiva de los hatos bovinos del pais.
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