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"De vez en cuando, la vida nos besa en la boca
y a colores se despliega, como un atlas;
nos pasea por las calles en volandas
y nos sentimos en buenas manos.

Se hace de nuestra medida, coge nuestro paso
y saca un conejo de la vieja chistera;
y uno es feliz, como el nifio cuando sale de ia escuela.

De vez en cuando, la vida toma conmigo café
y esta tan bonita, que da gusto verla;
se suelta el pelo, y me invita a salir con ella a escena.

De vez en cuando, la vida se nos brinda en cueros
y nos regala un suefio tan escurridizo, ) o
que hay que andarlo de puntitas, para no romper el hechizo. "

De vez en cuando, la vida afina con el pincel, . 5
se 1nos erlza la piel y faitan palabras para nombrar lo que ofrece Ea
a los que saber usarla. :

" Y de vez en cuando, la vida nos gasta una bromd
y nos despertamos sin saber qué pasa,
chupando un palo, sentados sobre una calabaza."

J. M. VSverrat



RESUMEN

En el plasma seminal de algunas especies se han reportado factores, principalmente
de tipo glucoprotéico, que mantienen a los espermatozoides incapaces de fertilizar, y
que por tanto han sido llamados "factores descapacitantes”. El campo de estudio de
estos factores se ha wuelto amplio dadc que, al parecer, existe méas de un factor

descapacitante por especie.

En el caso del cerdo, modelo animal utilizado en el laboratorio de biologia celular
de la UAM-I para estudiar Ia fertilizacion en mamiferos, la participacion de este tipo de
factores no ha sido reportada. Es por ésto que el objetivo del presente trabajo fue
determinar la presencia, y realizar una caracterizacion inicial de los factores del plasma
seminal porcino, en particular de aquellos que mantienen a los espermatozoides

infértiles a causa de un impedimento para realizar Ia reaccién acrosomal.

Los espermatozoides se lavaron por centrifugacion para retirar el plasma seminal, y
se incubaron en el medio de capacitacién TALP durante 4 h. a 37°C. El plasma seminal
fue centrifugado, filtrado a traves de membranas de 0.22 pm, y mantenido en
congelacién mientras los espermatozoides fueron capacitados. Al término de 4 h. de
capacitacion, se adiciond el plasma seminal a los espermatozoides, y se incubd Vdurante

45 min. adicionales.

El porcentaje- de-esp
capacitacion, asi co es
agregando zohi; |1 ilizdda’para induci cros

de que #élo lb:s espermatozoides capacxtqdbs_ puedenv Ilevar é,qabo‘,}d.ikch




El estado del acrosoma de los espermatozoides se evalud mediante tincién con una

lectina conjugada a fluoresceina, en un microscopio de epifluorescencia.

Los resultados de estc ensayo mostraron que la adicién de plasma seminal a
espermatozoides capacitados, causa un impedimento para que éstos desarrollen la
reaccion acrosomal, equivalente al que muestran los espermatozoides antes de ser

capacitados, indicando !a presencia de factores descapacitantes.

Para determinar el pesob molecular aproximado de los factores, se efectué un
fraccionamiento del plasma seminal mediante membranas de exclusién molecular de
10, 30, 50, y 100 kDa, y se evalué el poder descapacitante de cada una de las cinco
fracciones obtenidas. En este caso, s6lo se observd efecto descapacitante con la -
fraccién del plasma seminal con peso molecular superior a los 100 kDa, y el efecto' )

fue dosis-dependiente.

En el presente estudio también se determin6 que el factor descapacitante del
plasma seminal del cerdo es de naturaleza protéica, dado que su tratamiento con

tripsina anula su efecto descapacitante.

Se concluye que en el plasméi séminiu él erdo bexisten factores descapacitantes

que causan inhibicién de Ia reaccxén‘acrosomal esperménca con peso molecular

supenor alos 100 kDa y de naturaleza pro v_xca. :



INTRODUCCION

FERTILIZACION.

En el proceso de la fertilizacién, los gametos femenino (ovocito) y masculino
(espermatozoide) se pomen en comtacto y sus micleos haploides se fusionan para
restaurar el mimero cromosémico caracterfstico de la especie, y dar origen al |

desarrollo de ur nuevo organismo (Longo, 1985).

E! primer evento en la fertilizacion en mamiferos es la unién del
espermatozoide a la estructura glucoprotéica que rodea al ovocito, denominada zona
pelicida. La unién es mediada de una manera especie-especifica por receptores a
espermatozoides presentes en esta estructura, que son los responsables de evitar que
los espermatozoides de una especie fertilicen a los 6vulos de otra (Yanagimachi,
1994), lo que se comprueba al presentarse la fertilizacién entre diferentes especies
cuando se remueve la zona peliicida, y por tanto se elimina al receptor de los
espermatozoides. En el ratén, el receptor al espermatozoide en la zona peliicida ha
sido plenamente identificado y caracterizado. Se trata de una giucoproteina con peso
molecular de 83 kDa denominada ZP3, que cuando se purifica y afiade a los
espermatozoides, inhibe Ia unién de éstos a los ovocitos. Ademds, la ZP3 purificada
se une exclusivamente a la regién acrosomal de la membrana plasméitica de-
espermatozoides con el acrosoma intacto, e induce el desarmllo de la reaccién

acrosomal (Wi assarman. 1992).

Después de la umén del espermatozoxde a la-zona peldcida, ocurre la reaccién

entes de dlcha zona interactian con la membrana

acrosomal, en la que cnertos,co

plasmética - del . espermatozoide, - causando su- fusxén»con la. membrana acrosomal




externa que se encuentra.por, debajo de: ella, To cual provm:a la vesiculacién de Ia
membrana plasmética y su desapzmcxon, con la concomnante liberacién de enzimas
como la acfosina, y algunas proteasas, las cuales permnen que el espermatozoide se
abra paso a través de la zona pelticida, y'alcance la membrana del ovocito (Peterson y

cols., 1992),

A continuacién ocurre la fusién de la membrana del ovocito con la membrana
acrosomal interna del espermatozoide, con lo que el nticleo del espermatozoide
penetra en el citoplasma del ovocito. En este momento se desarrolla un mecanismo de
protecci6n a la entrada de més de un espermatozoide a través de la llamada reaccién
cortical (Kline y Savage, 1994). Esta se inicia con la fusién de la membrana de los
grdnulos corticales con la membrana citopldsmica del ovulo; los grinulos vierten su
contenido de proteasas en el espacio perivitelino, causando la alteracién de algunas
glucoprotefnas de la zona pelicida e incrementando su resistencia al ataque quimico,
idea que ha sido apoyada por Hedrick y cols. (1987), y por Shabanowitz y O' Rand
(1988), al observar cambios en la composicién bioquimica de la zona pehicida porcina

y humana, respectivamente, después de realizarse la fertilizacién.

Finalmente, ocurre la fusion de los mticleos o singamia, y la activacién del
metabolismo del évulo para dar comienzo a la divisién celular y el desdrrollo del

embrién.
MADURACION ESPERMATICA
Después de su formacién en el testiculo, los. espermatozoides entran al

epididimo - donde ‘sufren cambios fisiolégicos, morfolégicos, y bioguimicos

importantes que los preparan para el proceso de la fertilizacién, denominados



"maduracién”.. El trinsito de los espermatozoides en este Organo - es de
aproximadamente dos semanas, aunque la duracién exacta varfa dependiendo de la

especie.

- Los fluidos recuperados de cada regién del epididimo (cabeza, cuerpo, y cola)
muestran diferencias importantes en cuanto a st composicién bioquimica, por lo que
los espermatozoides estdn sujetos a ambientes cambiantes a lo largo de su trénsito por
el epididimo (Parks y Hough, 1993). En los iltimos afios, se ha estudiado con especial
interés la importancia de las proteinas secretadas por este organo en la fertilizacién

(Cooper, 1990).

Los efectos de las protefnas del epididimo en la movilidad espermética ha sido
demostrada en hdmster, donde se ha identificado a la protefna C5, secretada por las
células epiteliales de la cola del epidx’dimo, que al adsorberse a los espermatozoides
poco méviles que llegan aquf, causa un cambxo en el patrén de su movimiento hacia

una movilidad progresiva (Moore y cols , 1985) A xmsmo en la rata, se ha

sugerido Ja participacién de las proteinas d ’ovmm‘adgs "Dv" y."E" en la movilidad

espermdtica (Pholpramool y cols., 1983).

También se ha demostrado que algunas prote{nas.epididimarias tienen un’efecto
én la uni6n de los espermatozoides a la zona pehicida. En el',cerdo, -los

espermatozoides de la cabeza, a diferencia de los de las regiones del cuequ y 1;)5 dela

cola, no pueden unirse a la zona pelicida (Peterson y cols., 1984).»Se;han‘ ggslad_d tres
protefnas de la cabeza epididimaria, con pesos moleculares de 30,..}_4 70 kDa, g
al unirse a espermatozoides maduros, bloquean su unién a la zona p
(Peterson- y Hunt, 1989). En esta especie, ademés

"espermadhesinas”, proteinas con afinidad a protefnas del espermatozoxde y e la zona



pelicida, que pueden participar en la uni6n entre los gametos masculino y femenino

(Peterson y cols., 1992).

Durante la maduracién epididimaria también han sido reportados cambios a
- nivel de membrana plasmdtica, entre los que.se encuentran modificaciones en la
composicién lipidica (Susuki, 1988}, en Ia distribucién de proteinas intramembranales;
Bains y cols., 1993), y en los niveles de glucosilacién (’leiani y cols., 1993). Sin
embargo, atin se desconoce cudles de estas modificaciones estdn relacionadas con la
adquisicién de Ia funcién fertilizante de los espermatozoides. De la misma manera, los
mécanismos que inducen estas alteraciones a nivel de superficie del espermatozoide,

no han sido elucidados
CAPACITACION ESPERMATICA

Los espermatozoides de varios grupos de mamiferos no pueden fertilizar a los

ovocitos inmediatamente despues de ser eyaculados smo que adquieren esta capamdad :




albiimina sérica de bovino (BSA) (Bonilla y cols., 1994). Los componentes anteriores
se encuentran normalmente en el fluido del oviducto y actian en conjunto, ya que

ninguno de éstos en forma aislada tiene un efecto capacitante (Katz y cols., 1989).

Durante la capacitacién, los espermatozoides adquieren la habilidad de 1)
desarrollar una movilidad vigorosa ("hiperactivacién"), 2) de Iiberar sus contenidos
acrosomales por exocitosis (reaccién acrosomal), y finalmente, 3) de fusionarse con la

membrana citoplasmica del ovocito y de fertilizarlo (Yanagimachi, 1994).

Con el desarrollo de la capacitacién y de Ia fertilizacién in vitro, se han logrado
avances importantes en la comprensién de este proceso, que Se -mencionan a

continuacion.

Participacién de calcio,

Se ha determinado que los jones de calcio hbre Juegan in papel central tanto en la
movilidad hiperactiva que adquieren los espemlatozmdes capacxtados como en el

desarrollo de la reaccién acrosomal. En todas las espec1es de mamiferos estudiadas

(rat6n, humano, hdmster, cerdo) se requlere c cio ext;acelular en concentraciones
milimolares durante la capacxtacxén para adqu r n'ixmovilidad hiperactiva y para

llevar a cabo ]a reaccxén acrosomal (Yanagr chi 1798_2‘; 'Thgmas y Meizel, 1988;

fde su’ umén la% zona ' pelucxda ‘activa“a Ias fosfohpasas—C especxt‘ cas para

poleost‘omosmdos (denommadas

osfomosmdasas -C) presemes en. la membrana




citopldsmica del espermatozoide, las cuales metabolizan a los polifosfoinositidos hasta
diacilglicerol e inositol fosfato. El diacilglicerol generado de esta manera activa a la
) fosfoiipasa-Az (y quizd, a la protein-cinasa C) que metaboliza fosfolipidos a
lisofosfolipidos y dcidos grasos libres (entre éstos, dcido araquidénico), que pueden
causar la fusién de la membrana citopldsmica del espermatozoide, con la membrana

del acrosoma, originando la reaccién acrosomal.

Participacién de colesterol,

Se ha demostrado que el colesterol limita la insercidn de protefnas en las
bicapas dé fosfolfpidos, restringe la movilidad lateral de las proteinas membranales, y
modula la actividad de algunas de ellas cambiando su conformacién (Yeagle, 1989).
En varias especies de anhﬂales. durante la capacitacién espermdtica, disminuye la
concentracién de colesterol en la regién de la membrana plasmidtica del
espermatozoide que recubre al acrosoma (Tesarik y Flechon, 1986; Benoff y cols.,
- 1993). La albiimina sérica presente en los fluidos del tracto reproductor femenino
sirve como aceptor de esteroles, promoviendo la remocién de colesterol de Ila
membrana plasmiética del espermatozoide (Langlais y cols., 1988). Ademds, se ha
determinado que la adicién de colesterol causa una descapacitacién reversible de los
espermatozoides de ratdn, cuyo, toro y del ser humano (Eherenwald y cols., 1988), lo
cual apoya la idea de que la reduccidn de colesterol en la membrana citopldsmica del

espermatozoide es un paso importante en la capacitacién espermitica.

Participacién de AMPc.

Los nucleétidos ciclicos, particularmente el AMPc, son también imponan;és para’

Ia capacitacién. La adicién de nucledtidos ciclicos puede acelerar ‘él desarrollo de’la



" reaccién acrosomal, la movilidad hiperactiva y la capacidad fertilizante (Fraser y
Ahuja, 1988). Ademas, la concentracién intracelular de AMPc aumenta durante la
capacitacién, lo cual refleja cambios en la actividad de la adenilato ciclasa y de la
fosfodiesterasa de nu_cleétidos ciclicos, las enzimas responsables de la biosintesis de
AMPc a partir de ATP, y del rompimiento metabélico de AMPc hacia 5'AMP,
respectivamente. Las mediciones en la actividad enzimética en espermatozoides
capacitados in vitro han mostrado que existe un incremento significativo en la
actividad de la adenilato ciclasa, y un descenso en la actividad de la fosfodiesterasa

(Stein y Fraser, 1984).

La principal accién del AMPc es la estimulacién de las protein-cinasas
dependientes de AMPc (protefn-cinasas A). De Jongue y cols. (1991) encontraron que
un inhibidor de la protein-cinasa A previene el desarrollo de la reaccién acrosomal en
espermatozoides capacitados de seres humanos, lo cual apoya la participacién de esta ]

enzima en la capacitacién espermética.

Participacién de "Factores Descapacitantes”.

Chang, en 1957, observé que la adicién de plasma seminal a espermatozoides
de conejo capacitados causaba una inhibicién de la fe:tilizacién. Si después se
eliminaba el plasma seminal, los espermatozoides adquirfan nuevamente su poder
feriilizante, es decir, el proceso era reversible. Posteriormente, Bedford (1967) pudo
remover por medio de ultracentrifugacién de plasma seminal de conejo ‘al "factor
descapacitahte". Estos trabajos son la base del concepto de que la capacitacién se
encuentra asociada a la remocién de macromoléculas (factores descapacitantes) de la
superficie del espermatozoide eyaculado (Fraser y cols., 1990). Estos factores se

producen en el epididimo, y su importancia fisiologica es la de evitar que los



espermatozoides desarrollen la reaccién acrosomal prematuramente, durante su

estancia en este 6rgano, que es de aproximadamente dos semanas.

A la fecha, se han aislado y caracterizado factores descapacitantes en algunas
especies de mamiferos: Eng y Oliphant (1978) reportaron un factor estabilizante del
acrosoma (ASF) que se origina en el epididimo de conejo, el cual, como su nombre lo
indica, bloquea la fertilizaci6n al evitar que los espermatozoides puedan desarrollar la
reaccién acrosomal; Reddy y cols. (1979) encontraron un "factor antifertilidad” en
plasma seminal humano, cuyo mecanismo de accién se desconoce; Fraser y cols.
(1990) caracterizaron un factor descapacitante con un peso molecular de 40 kDa
originado en el epididimo de ratén que al parecer impide la penetracién del

espermatozoide por un blogueo en la reaccién acrosomal.

El campo de estudio de los factores descapacitantes 'se ha vuelto amplio dado
que, probablemente, existe méis de.un factor descapacitante por especie (Han y cols.,
1990). En el caso del cerdo, la existencia de factores descapacitantes del plasma
seminal, en particular de aquellos que mantienen a los espermatozoides con bajo poder
fertilizante, a causa de un impedimento para realizar la reaccion acrosomal (factores

estabilizantes del acrosoma), no ha siso investigada.

Dada la importancia de los factores descapacitantes en lé capacitacién y el
. poder fertilizante de espermatozoides de mamxferos, el objenvo del presente trabajo
fue determinar la presencia y realizar una caractenzacuin 1mc1al de’ estos factores en el

cerdo mode]o animal que ha sido uuhzado en el lab io de B logna Celular de la

UAM-, Iztapalapa, donde la femhzac;on i mp_l_c_mveryltadp para estudiar

dlversos aSpectos de Ia fertll' aclén en mamife

(Ficrfb' y cols., 1991} Betancourt y
colsk 1993 FlElTO y cols 1994) . ‘

“10



OBJETIVO

Determinar si en el plasma seminal del cerdo existen factores estabilizantes del

acrosoma Yy, en su caso, realizar una caracterizacién inicial de éstos.

HIPOTESIS

Dada la imponaricia de los.factores estabilizantes del acrosoma paré el proceso
de la femhzacnén, se plantea que en el plasma seminal del cerdo debe estar presente

uno o varios de ellos.

11



METODOLOGIA .
OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE SEMEN

. La fraccion rica del eyaculado fue obtenida en bolsas de polietileno; utilizando
el método de la mano enguantada, por la M.V.Z. Claudia Garcia Herndndez, en la
granja de cerdos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de 1a UNAM, La
muestra de semen sé transporté al laboratorio a 20° C. La concentracién de
espermatozoides fluctué entre 250 y 400 millones/ml, y el volumen del eyaculado
entre 100 y 200 ml. En todos los casos, la movilidad de los espermatozoides al
momento del eyaculado fue aproximadamente del 80%. Las razas de cerdos utilizadas
en este estudio fueron York, Duroc, Hampshire y Landrace. Los experimentos se

Ilevaron a cabo por duplicado o por triplicado en diferentes dfas. -

CAPACITACION

de capacxtacxon Bavxster y cols . 1983 K

12



PREPARACION DEL PLASMA SEMINAL

El plasma seminal fue centrifugado a 15,000 g durante 20 min para separar a
los espermatozoides de éste. El sobrenadante fué filtrado a través de membranas
millipore con tamafio de poro de 0.22 um, y almacenado en congelacién a -10° C

durante el periedo de capacitacién (4 h.) de los espermatozoides.
CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La cuantificacién de proteina total presente en el plasma seminal completo o
sus fracciones, se determiné por el método de Lowry y cols. (1951), usando BSA

como referencia.
EFECTO DEL PLASMA SEMINAL SOBRE LA CAPACITACION

Aj finalizar las 4 h. del perido de capacitacin, el plasma seminal de la muestra
de semen en uso (filtrado y almacenado en congelacién durante el tiempo de
capacitacién) se descongeld, se.agregd a cada pozo a una concentracion ﬁnal de 7 mg
de protefna por ml. de suspension de espermatozoides, y se incubé durante 20, 40, y

60 min. adicionales para observar su efecto sobre la capacitacion espermdtica.

Se evalud el nimero de espermatozoides capacitados al inicio y después del
periodo de ‘4 h. de incubacién en TALP, asi como después de ser incubados con
plasma seminal durante 20, 40, y 60 min. adicionales La reaccién acrosomal se
indujo por medio de la adicién de 150 pg de zona pelucxda solubilizada (ZPs) a 30 x
106  espermatozoides en un ml..de suspensxén La reaccxén acrosomal inducida se

evalué a los 30 min de la adicién dc_ ZPs a las suspensiones con espermatozoides. La

13



ZPs fue obtenida de acuerdo al método de Dunbar y cols. (1986), que consiste en el
macerado de ovarios, el aislamiento de los ovocitos por filtracién a través de mallas

de nylon, y la solubilizacién de la zona peliicida con bicarbonato de amonio.

EVALUACION DE LA CAPACITACION ESPERMATICA

La reaccién acrosomal se emple6 como un fndice de capacitacién dado que sélo
los espermatozoides capacitados pueden llevarla a cabo (Berger y cols., 1989). Al
inicio del presente trabajo (experimentos 1 y 2), el estado del acrosoma se evalué de
la siguiente manera: Se hicieron preparaciones sobre portaobjetos con los
espermatozoides vivos, se dejaron secar al aire, y se fijaron con acetona. Las
preparaciones se tifieron con una lectina conjugada a isotiocianato de fluoresceina (200
ug/mi en PBS) (Sigma) a 37 °C durante 20 min., se lavaron con agua destilada, y
fueron analizadas al microscopio de epifluorescencia (Zeiss) a 1000 aumentos, con
excitacién de luz azul (450-490 nm), contando al menos 200 espermatozoides por

preparacién.

Con esta técnica, es posxble dlstmguxr tres palrones de tmcxé"t‘

espermatozoxdes con el acrosoma mtacto. muestran una ﬂuorescencla umforme a lo

largo de la cabeza; en los espermatozoxdes que “han uucnado la reaccxén acrosomal se

observan las fenestraciones que se efe tuan urante

espermatozoxdes con reaccmn ﬂCl’OSOIﬂ

fluorescencia en la regin del acros :
(Berger, 1989) (Fig. 1). En este estudi

reaccién acrosomal, como . aquellos con: reaccxén acrosomal

considerados como positivos:

14



La metodologia descrita para evaluar el estado del acrosoma se mejor6é cuando
el estudio avanzé (experimentos 3 al 5), al tefiirse los espermatozoides con un
colorante vital (Hoechst 33258) y con la lectina conjugada a fluoresceina, lo que
permitié distinguir a los espermatozoides vivos deé los muertos; dado que los
espermatozoides muertos son permeables al colorante Hoechst, que se une al nicleo
de los espematozoides, confiriéndoles un célor azul bajo el microscopio de
epifluorescencia al excitar con luz ultravioleta (200-400 nm). Con esta doble tincién,
se evila contar como espermatozoides con reaccién acrosomal, a espermatozoides

muertos que presentan dafio en el acrosoma (Fig. 2).

Durante ¢l desarrollo de todos los experimentos, la movilidad espermitica se
estimé en un microscopio invertido a 400 aumentos, y sélo las muestras que
presentaron una movilidad superior. al 60% durante todo el experimento fueron
utilizadas (Berger, 1989). '

FRACCIONAMIENTO DEL PLASMA SEMINAL, Y ENSAYO DEL
EFECTO DE LAS FRACCIONES SOBRE LA CAPACITACION

El plasma seminal fue fraccionado por ultrafiltracién a través de membranas
Amicon con tamafio de poro de 10, 30, 50, y 100 kDa, por el M. en C. Rodolfo
Velasco Lezama, en el laboratorio de hematologia de la UAM-Iztapalapa. Se
obtuvieron 5 fracciones, con pesos moleculares < 10, 10-30, 30-50, 50-100, y > 100
kDa. ) . }

Las fraccipnes de plasma seminal se agregaron a espermatozoides capacitados.
Las concentraciones usadas fueron: 0, 0,5, 1, 1.5, y 2 mg de proteina por mi de
suspensi6n celular (30 x 106 espermatozoides), y se evalug el efecto de éstés sobre la

capacitacién, de la misma manera que cuando se usé plasma seminal completo.



ELECTROFORESIS DE LAS FRACCIONES
DEL PLASMA SEMINAL

Para determinar la composicién proteica de cada una de las fracciones del
plasma seminal, se desarrollaron electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE), de acuerdo con el método de Laemmli (1970). 10 ug
de proteinas totales de cada fraccién se colocaron sobre un gel en placa con 7% de
concentracién de acrilamidat y se corrieron durante 3 h. a 125 V. Los geles fueron

tefiidos con azul de Coomasie o, para mayor sensibilidad, con plata.
ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se analizaron estadisticamente por medio de anilisis de varianza.
Se consideré significancia estadistica cuando p fue menor que 0.05. Para determinar

la relacién entre la concentracion de las fracciones del plasma seminal y Ia

capacitacién espermdtica, se aplicé un anlisis de regrésién simple.
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RESULTADOQS

En la fig. 1 se observan los espermatozoides de cerdo después de su tineién con
lectina conjugada a fluorescefna. se observan varios espermatozoides con el acrosoma
intacto (fluorescencia homogénea), un espermatozoide iniciado en la ‘reaccién
acrosomal (sefialado con el nimero 1), y uno con reacciéon acrosomal completa

(sefialado con el mimero 2).

Fig. 1 Espermatozoides de cerdo tefiidos con lectina conjugada a fluorescefna (400

aumentos).
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En la figura 2, se observan los espermatozoides después de su.tincién con
Hoechst, para la evaluacién de viabilidad. En el panel A se observan 5§
espermatozoides en campo claro. En el panel B, se encuentran los _mismos
espermatozoides pero ahora iluminados con uz UV (200-400 nm) para Hoechst. Con

esta técnica, los espermatozoides muertos muestran un color azul intenso.

Fig.2 Espermatozoides de cerdo tefiidos con el colorante vital Hoechst 33258
Panel A

Panel B




En el cuadro 1 se observa el efecto inhibitorio del plasma seminal porcino en el
desarrrollo de la reaccién acrosomal espermdtica. El porcentaje de espermatozoides
que respondieron al estfmulo de la zona peliicida solubilizada se incrementé de 10 a
58% durante el perfodo de capacitacién y, tras la adicién de plasma seminal completo,
el porcentaje de espermatozoides que desarrollaron reaccién acrosomal se redujo al

44% a los 20 min., y al 18% a los 40 min.

A los 60 min. se observa un ligero aumento con respecto al porcentaje de
espermatozoides capacitados a los 40 min., pero sin tener diferencia estadfsticamente

significativa.

Cuadro 1. Efecto del plasma seminal completo sobre los porcentajes de reaccién acrosomal
espermitica en cerdo in vitro! (Promedio + Desviacién jard de 2 eyaculados de los
cerdos Landrace-23 y Duroc-28-5).

Tiempo (min) de incubacién con plasma seminal completo

Al inicio del Después del
periodo de periodo de 20 40 60
capacitacién capacitacién
ETEY 58+5 44 +6 18+3° 25 +5°
! Los esper ides fueron incubad duran(e 4 h en medio TALP Al inicio y al final de este

periodo, se evalud el |

con

je de esper

por la adicién de zona

pelicida solubilizada (ZPs). A las muestras problema, después de 4 h. de incubacién en TALP, se les agregé
plasma seminal- complelo (a concentracién final de 7 mg/ml)y, y se con(mu6 Ia incubacién por los’ uempos

seflalados, después de los cuales, se agregd ZPs, y se

acrosomal.

de

con

*Diferencia significativa (p < 0.05) con respecto a los esper
después del periodo de capacitacién .
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Los resultados del cuadro ! indicaron la existencia de un 'fa'ctor esmbﬂiéante del-
acrosoma en el plasma seminal del porcino. El tiempo éptimo para observar su efecto

sobre espem:atozoxdes capacuados se encontrd alrededor de los 40 mm

. Este ré'Sultado se reprodujo en tres experimentos mas (cuadro 2); en los que,
ademds, Se prob6 el efecto - descapacitante del plasma seminal incubado bajo
condiciones normales de capacltacxén in vitro (37 °C, atmosfera con 5% de C02
durante’ 4 h) En este caso, se observé que solo el plasma seminal almacenado en
congelacién (4 h.) tiene un vefecto’mhxbltono sobre Ia capacitacién y el desarrollo de la
reaccién acrosomal espermética,- mientras’ que el ‘p]aSma seminal incubado 4 h. bajo
condiciones normales de’ caéaciiacién in 'vitr'_o, pevi'dié su poder déscapacitante.(cuadro

2)..

Cuadro 2. Efecto dcl plasma semmal completo almacenado en congelaclén, y del incubado
en condiciones normales de capacxtacxon in vitro, sobre los porcentajes de reaccién acrosomal
espermatica en c:erdol (Promedxo i Desvnacnén standard de 3 eyaculados de los cerdns York-
24y Landrace-23)

Al'inicio del Después del Con plasma seminal | Con plasma seminal completo
periodo de . -periodo de completo incubado en condiciones .
capacitacién capacitacién almacenado en normales de capacitacion
congelacién
642 567 8+3° 674
U Los esper ides fueron incubados durante 4 h, en medio TALP. Al inicio y al final de este
periodo, se evalué el p je de esper ides con reaccién acrosomal, inducida por la adicién de zona

pelicida solubilizada (ZPs). Las muestras problema , después de 4 h. de incubacion en TALP, fueron incubadas
durante 45 min. con plasma semma.l campleto a]mnccnndo durante 4 h. en congelacion, o con el incubado en
Condlcmncs normales de cap ién in vnm (a acion final de 7 mg/ml), se agregé ZPs, y se evalud el
p je de esper ides con !

*Diferencia significativa (p < 0.005) con resy a los esper
después del periodo de capacitacién .
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A continuacién, se procedié a realizar una caracterizacién inicial del factor
estabilizante del acrosoma. Para determinar el intervalo de peso molecular en el que
se encontraba el factor, el plasma seminal se fraccion6, y las diferentes fracciones se
agregaron a una concentracién final de 2 mg de protefna por ml de suspensién de

espermatozoides (30 x 108) capacitadés, y se dejaron actuar durante 45 min.

Solamente Ia fracci6n del plasma seminal con'peso molecular superior a los 100
kDa mostr6 un efecto inhibitorio en el desarrollo de la reaccién acrosomal espermética

(cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto de las diferentes fracciones del plasma seminal sobre.los porcentdjes de
reaccién acrosomal espermaética en cerdo in vitro! (Promedio + Desviacién standard de 3
. eyaculados de los cerdos Duroc-69-3, Duroc-Ham-58-7, y York 24).

Fracciones  del lasma seminal - " (kDa)
Al inicio del | Después del :
periodo de | periodo de <10 10-30 30-50_ 50 100 >100
capacitacién § capacitacién
3+1 20+4 20+3 22+9 2212 ‘2411" 4+2°
1 Los esper ides fueron incubad dura.ntc 4 h en medio TALP Al imcio y nl final de este
periodo, se cvalué el p je de esper i ida por la adicién de zona

pehicida solubilizada (ZPs) Las muesiras problema , después de 4 h, de incubacién en TALP, fueron incubadas
durante 45 min. con las diferentes fracciones del plasma s:mlnnl a'una concemracnén fmal de 2 mg/ml, se
agregé ZPs, y se evalu6 el je de esper con

*Diferencia significativa (p < 0.05) con resp a los esper
después del periodo de capacitacién. ' :
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En el cuadro 4 se puede observar que la mlublcnén de la reacclén acrosomali
causada por la fraccxén del plasma semmal con peso molecular > 100 kDa fue d05|s-

dependxente (r— 0 93).,-

" Cuadro 4. Efecto de diferentes concentraciones de la fraccion del plaéma selnina! >100
kDa sobre los porcentajes de reaccién acrosomal espermitica en cerdo in vitro! (Promedio &
Desviacién standard de 3 eyaculados de los cerdos Duroc 28-5, York 106-5, y Hampshire 5-
7. ] . ’

Concentracién final de la fraccién del plasma seminal (mg/ml)
Al inicio del | Después del
periodo de periodo de 0.5 1.0 . ) 2.0
capacitacién | capacitacién : :
3+1 20+4 C20+3 vl7:t4 12+2° 4+2%
1 Los esper ides fucron incuba durame 4 h en 'medio TALP -Al inicio y al final de este
periodo, se evalug el p je de esper i i6 ducida por la adicién de zona

pelicida solubilizada (ZPs) Las muestras problema , dcspués ded h.de mcubacxﬁn en TALP, fucron incubadas
durante 45 min, con dxfercmcs conccn(racloncs dela fracclén del plasma scmmal >100 kDa . 5e agn:gé ZPs,y
se cvalu6 el p je de esper  con

*Diferencia significativa (p < 0. 05) con _respecto-a’los espermaioz

despuds del periodo de capacitacion.

de protel’nas con pesos moleculares entre; 30 2000 kDa
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Fig. 3 ELECTROFORESIS SDS-PAGE DE LAS PROTEINAS TOTALES DEL
PLASMA SEMINAL PORCINO, Y DE CADA UNA DE LAS FRACCIONES
OBTENIDAS.

12 3 4 5 6

Carriles : 1, proteinas totales del plasma seminal; 2 al 6, fracciones del plasma
seminal <10, 10-30, 30-50, 50-100, y > 100 kDa, respectivamente.
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En Ia Flg 4 se. observa una elecu'ofcresxs SDS-PAGE de las proteinas

presentes en la fracclén del plasma semmal con peso molecular > 100 kDa. Cinco

bandas de protefna se rersuelven, con pesos moleculares aproximados de 110, 134,
136, 190"y 200 kDa e

fecto mhxbltono en el desarrolo de la reaccién acrosomal en

resuelven Alguna o algunas de éstas proteinas son las

responsables de

espermatozoxdes de’ cerd

Fig. 4. ELECTROFORESIS SDS-PAGE DE LAS PROTEINAS PRESENTES EN
LA FRACCION DEL PLASMA SEMINAL CON PESO MOLECULAR > 100 kDa.

-200 kDa
- 190 kDa

- 136 kDa
"\ 134 kDa

(- 110 kDa

) Flnalmente, en el presente trabajo se tuvo interés en determmar si los factores
descapacxtantes del p]asma semmal porcino tenfan o no, naturaleza protexca. pam
poder establecer semejanzas o dlferenclas con respecto a los factores descapacxtantes =

reportados en OU'ZIS espc.cnes
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Se obtuvo evidencia de que el factor estabilizante del acrosoma porcino es de
naturaleza proteica, dado que cuando el plasma seminal se traté con tripsina  a una
concentracién final de 20 pg de la enzima por ml. de plasma durante 15 min a
temperatura ambiente, deteniendo Ia reaccién con un inhibidor de proteasas, el fenil-
metil-sulfonil-fluoruro (PMSF), y después se agregd a espermatozoides capacitados a
concentracion final de 0.2 mM, se perdié el efecto descapacitante del plasma seminal

(cuadro 5).

Cuadro 5. Efecto del plasma seminal completo tratado con tripsina sobre los porcentajes de
reaccién acrosomal espermética en cerdo in vitro! (Promedlo + Desv:acxén standard de 3
eyaculados de los cerdos Duroc 28-5 y York 106-5). :

Antes del Después det Con plasma . 'Con'plasma ;| Con plasma
periodo de periodo de seminal - " seminal®~ ¥ |- seminal tratado
capacitacién capacitacién completo sin ; complelo ~,| con inhibidor de
DC) tratar tx"atado con’ : proteasas2
. L ‘ tripsina
5+1 16+3 7+22 21i4b 2415’3
L' Los esper ides fueron incubados durante 4 h. en medio TALP Al inicio y al final de este
perfodo, se cvalué el p je de esper ides con por.Ia adicién de zona

peliicida solubilizada (ZPs) Las muestras problema , después de 4 h. de mcubacxon en TALP; fueron incubadas
durante 45 min. con plasma seminat complcto. o tratado con lnpsma, ‘seagrego ZPs y se :vn]ué el porcentaje

de esper

2 Dado que cuando se trat6 el plasma seminal con tripsina, se de(uvo fa reaccion con eI mhlbldor de

proteasas PMSF este ensayo sirvié de control pam descanar un posible efecto del PMSF

a Dxrcrencra slgmrcauva (@ < 0. 05) can

d:spués del periodo de capacuacndn

:b No existe diferencia s:gmt' cativa con

dcspués del penodo de capacuacnén

)-a los espermat
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DISCUSION

En el presente estudio se determiné la existencia en el plasma seminal del
cerdo, de un factor estabilizante del acrosoma. El hecho de que el tratamiento
enzimético del plasma seminal causara la pérdida de su efecto inhibitorio sobre la
capacitacién espermdtica (cuadro 5), muestra que el factor tiene naturaleza proteica.
La inhibicién de la reaccién acrosomal causada por el factor sobre los
espermatozoides capacitados fue similar a la que presentan los espermatozoides antes
de ser capacitados (cuadros 1 y 2), lo cual indica una participacién fundamental del
factor en la capacitacién y el desarrollo de la reaccién acrosomal espermitica en

cerdo, -

.Dos métodos fueron empleados para evaluar la capacitacién espermdtica en este
estudio, la tincién simple, con lectina fluorescente (cuadros 1y 2), y Ianncnondoble,
con lectina fluorescente y Hoechst (cuadros 3 al 5). Cuando se usé el primer' método -
los porcemzues de espermatozoides con reaccién acrosomal despues del penodo de“‘l
capacuacxén fueron altos en comparacién a los encontrados cuando se u56 la técmca.
de tincién doble. Esto se debe a que cuando se efectia la tmcxén’ de los. 5
espermatozoides exclusivamente con la lectina conjugada a ﬂuorescema, es posxble

clasificar a un espermatozoide muerto que ha sufrido dafio mecénico en el acrosoma

("falsa reaccién acrosomal"), como capacitado y con reacclén acrosomal Este .

inconveniente se soluciona al tefiir a los espermatozondes con Iectma ﬂuorescente en .

umcameme a los cspermatozmdes,’ lVOS para la evaluacxdn de losrporcema_;es de

reaccxén acrosomal
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El factor estabilizante del acrosoma reportado en el presente estudio tiene un
peso molecular superior a los 100 kDa (cuadro 3). También por arriba de los 100 kDa
se encuentran los factores descapacitantes reportados en el plasma seminal del conejo,
con un peso molecular de 260 kDa (Thomas y cols., 1984), y el "factor antifertilidad"
reportado en seres humanos, con un peso molecular de 200 kDa (Reddy y cols, 1982).
En cambio, el factor descapacitante reportado por Fraser y cols. (1990) en rat6n posee

un peso molecular de 40 kDa.

Con respecto a su funcién, el factor descapacitante del plasma seminal del
cerdo inhibi6é claramente el desarrollo de la reaccién acrosomal, al igual que los
factores reportados en el del conejo y del ratén. El factor antifertilidad presente en el
'plasma semmal humano parece no afectar dlrecta.mente la capacitacién, aunque existe
el reporte ‘de un - factor’ descapacnante que afecta Ia reaccidén acrosomal en el

espermatozoide de esta especxe (Han y cols., 1990)

En relacién ‘al: mecamsmo e ‘accié 'de los factores descapacntantes, se ha

planteado que . esto pueden estar relacxonados"’ con un unpedlmemo de la

mtemahzaclén de calm extracelular,

indamental para’el. desarrollo de la reacmén'

acrosomal

‘ transporte de calcx

esperméuca (Ruffo
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ManJunaLh y cols (1993) reportaron la exxstencxa de vanas proteinas del plasma
seminal de bovinos. (BSP), con pesos moleculares que vanan entre 15 y 30 kDa,
denominadas BSP-AI BSP A2 BSP A3,y BSP-30 kDa, que se unen ala

calmodulma protema locallmda en\ a membrana cxtoplésmlca del espermatozoxde
Esta protefna’ es conocxda por su paruclpacxon en la regulacién de’ varios procesos ‘
celulares de una manerafcalcxoﬁgpgndxeme, y su presencia ha sido demostrada en
espermatozoides de cu‘yo; :Célfdo,‘ tdfo, hdmster y conejo. Los autores plantean que la
unién de las BSP a la 'caiquﬁlirm impide la internalizacién de calcio, afectando asf el

desarrollo de Ia reaccién ac;fosomal (Desnoyers y Manjunath, 1994).

Por otro lado, Bi‘adley y Forrester (1982) aislaron una protefna presente en el

plasma seminal de carnero y de humano que, al parecer, estlmula Ia actxwdad de una

ATPasa de calcio, promov1endo la sahda del 1611. En este caso, la elmunacxén de estos

exnste |

lmpxdlendo de esta ‘manera el desarrollo de la reaccién acrosomal. Sm embargo

el reporte de factores descapacmntes que no afectan a la reaccién acrosomal Reddy v

co]aboradores (1982) axs]aron un factor del plasma seminal humano, denommad "AF-

1, que prev:ene la penetracién del espermatozoide a través de'la zona pelu ida y, en-

consecuenc:a, la fertilizaci6n, pero no impide el desarrollo de la reaccnéu acrosomal

El mecamsmo de accion de este tipo de factores descap.lcntames es aun d
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El origen de algunos de los factores descapacitantes ha sido- determinado
produciendo anticuerpos monoclonales y policlonales en contra de ellos, y efectuando
técnicas inmunochistoquimicas. Se ha encontrado que algunos factorés descapacitantes,
como el de ratén y el de conejo, se producen en el epididimo (Han, 1990), mientras
que el origen de otros factores, como el del cerdo, reportado en este estudio, o el del

humano, aiin estd por ser determinado .

La participacién del epididimo no estd limitada a la sintesis de moléculas que
prevrenen la capacitacion y el desarrollo de la reaccxén acrosomal espermitica, ya que

se han reportado otro tipo de factores que, sin duda, Juegan un papel importante en el

. 'prqceso,de la- fertilizacién. En el cerdo, Dacheux y Dacheux (1988) reportaron una
"ar;ij;'gl;itinina", con un peso molecular de 250 kDa, que, como su nombre lo indica,
previéné lﬁ aglutinacién de los espermatozoides. Peterson y Hunt (1989), describieron
a las "espermadhesinas”, moléculas con pesos moleculares de 30, 45, Y, 70 kDa, que
tienen afinidad tanto por los espermatozoides, como por- la: zona' peluclda de cerdo.
por lo ‘que se ha planteado que pueden pamclpar en:la umén eutre los gametos

masculino y femenino.

En los ulnmos anos el campo de estudlo de; los factores descnpacltantes se ha

vuelto muy ampllo dado que. al parecer, ex1ste més ‘de un factor descapacuante por

kespecue (Han y cols 357:1990) Deb;do -Va su * importancia en;-la capaq;tacxén 'y

vfemllzaclon . uhv gran interés “en identificarlos, -’aislérlos

caracterizar os Y. ﬁmdamentalmeme, investigar sobre su mecanismo

de accwn lo cual nos permmré esclarecer varios eventos moleculares asociados a la

capacxtacxon espennauca tie, 2 40 afios de estudio, aln permanecen por ser

determmados,
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‘c,o,N_.p L ust ONE s

l) En el plasma semmal porcing’ ex1sten factores'dcscapacxtames que previenen

espcclﬁcameme el dev Toll lalreaccuin acrosomal espermzitu:a ("factores

estabilizantes del va_lc S

2) Los factor estabxhzante del acrosoma del espermatozmde de. cerdo uenen

peso molecular penor av los 100 kDa, y:

. 3) Sonde naturaleza proteica.

DIRECCION FUTURA DE LA INVESTIGACION

léri el trabajo presentado se determiné la existencia de factores descapacitantes
en el plasma seminal del cerdo, y se realizé una caracterizacion inicial de éstos. Sin
embargo, se necesita hacer una caracterizacién completa de los factores
descapacitantes. Se debe determinar el peso molecular exacto de los factores, dado
que en este estudio solo se ha determinado que tienen un peso molecular superior a los
100 kDa. Se debe determinar la estructura primaria de sus cadenas peptidicas, si se
encuentran  glucosiladas, y su. origen en el tracto reproductivo masculino. Es
importante determinar si los factores descapacnantes del cerdo previenen, ademds de

la capacnacxén esperm nca, .la feml:zacxén tanto in vitro como in vivo. Una vez

realizadas estas pruebas,‘ se'»p‘uede'plantear la posibilidad de utilizar a los factores

descapacxtames para’ controlar la natalidad en seres humanos, y en otras especies

ammales que, por' ener tasas de reproduccion elevadas, presentan un problema

economlco y/o de salud a la sociedad, como son los perros en la ciudad de México.
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