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Resumen

El uso de semen bovino congelado-descongelado en la inseminacion artificial es
una practica que ha venido a ser cada vez mas comun en los hatos ganaderos; sin
embargo varios estudios han reportado que el semen descongelado pierde
alrededor del 50% de viabilidad, lo cual se atribuye a los dafios que sufren los
espermatozoides luego de ser sometidos al proceso de congelacion-
descongelacion. Estudios realizados en semen de bovino comprobaron que los
espermatozoides congelados-descongelados sufren dafios morfologicos en la
teca perinuclear (TP). La TP se divide en dos regiones, la subacrosomal y la
postacrosomal; cuya densidad y composicion proteica es variable. Forma parte de
la regién postacrosomal una subestructura (sTP) la cual ha sido empleada como
marcador morfolégico de la TP, en el espermatozoide bovino se observa como un
cinturén en forma de grecas cuadradas que rodea la zona ecuatorial de la cabeza
espermatica. Los dafios observables en la sTP postcongelacion van desde la
pérdida en la continuidad de su arquitectura hasta la ausencia total, existiendo una
correlacion entre el nUmero de espermatozoides con TP alterada o ausente y el
namero de espermatozoides muertos. Varias proteinas conforman a la TP del
espermatozoide bovino, no obstante hasta el momento no se ha reportado el dafio
gue el proceso de congelacién-descongelacion ocasiona sobre éstas, por lo que el
objetivo planteado en el presente estudio fue comprobar si existe una relacion
entre el dafio morfoldgico observado en la TP de espermatozoides descongelados
y la posible alteracion de las proteinas que la conforman. Mediante la técnica de
separacion de proteinas en geles de electroforesis SDS-PAGE, se observd que
existen diferencias en los patrones de bandeo del extracto proteico de la TP de
espermatozoides frescos y descongelados. Empleando la técnica de deteccién de
proteinas con anticuerpos Westernblot, se observé que entre las proteinas de la
TP que estan siendo mayormente alteradas por el proceso de congelacion-
descongelacidon se encuentran actina y distrobrevina. Las observaciones en
microscopia electrénica de la TP en espermatozoides de bovino descongelados
corroboraron los resultados de estudios previos respecto al dafio morfolégico que
se observa en la sTP de espermatozoides descongelados. Se concluye que el
proceso de congelacion-descongelacion produce alteraciones en algunas
proteinas que conforman la TP del espermatozoide bovino, haciéndolas mas
susceptibles a la extraccion, dicha alteracion podria estar relacionada con el dafio
morfolégico observado en la TP del espermatozoide descongelado.

Palabras clave: espermatozoide bovino, viabilidad espermatica, teca
perinuclear, proteinas.



Abstract

The use of frozen-thawed bull semen for artificial insemination has becamed to be
a common practice among herd cattle, however, many studies have reported that
there is about a 50% viability loss in frozen-thawed semen, which is attributed to
the damage sperm suffer after been exposed to the freezing and thawing process.
Studies done on bull semen proved that frozen-thawed sperm suffer morphologic
damage at the perinuclear theca (PT). The PT s divided in two regions, the
subacrosomal and the postacrosomal, and has a variable density and proteinic
composition. A substructure (PTs) which has been used as a morphologic marker
of the PT, constitutes a part of the postacrosomal region, in the bull sperm it can be
observed as a belt of square frets surrounding the equatorial segment of the sperm
head. Observable damages in the PTs after freezing and thawing range from the
loss of continuity to the total absence of its architecture, and there is a relation
between the number of sperm with altered or absent PT and the number of dead
sperm. Many proteins constitute the bull sperm PT, nevertheless, up to the
moment there are no reports on the damage that the freezing-thawing causes on
them, so the objective set in the present study was to prove if there is a relation
between the morphologic damage observed in the PT of frozen-thawed sperm and
the possible alteration of its constituent proteins. Using the protein separation
method of electrophoresis SDS-PAGE, differences were observed in the band
patterns of the PT proteic extract of fresh and frozen-thawed sperm. Furthermore,
by the Westernblot thechnique to identify proteins with antibodies, it was observed
that actin and dystrobrevin are found among the PT proteins that are being majorly
altered by the freezing-thawing process. Electron microscopy observations of the
PT from frozen-thawed bull sperm corroborated the results from previous studies
refering to the morphologic damage observed in the PTs of frozen-thawed sperm.
In conclusion, the freezing and thawing process causes alteration of some proteins
that constitute the PT of the bull sperm turning them more sensible to the
extraction, this alteration could be related to the morphologic damage observed in
the frozen-thawed sperm PT.

Key words: bull sperm, sperm viability, perinuclear theca, proteins.



l. Introduccion

La tecnologia desarrollada para aplicar la inseminacion artificial en animales de
granja ha tenido un enorme impacto a nivel mundial, dando pie al desarrollo de
otras técnicas como la criopreservacion, el sexado espermatico, la transferencia
embrionaria entre otras; sin embargo, la mayor aceptacion y empleo de ésta se ha

logrado en el ganado bovino (Foote, 2002).

Desde el siglo pasado se ha implementado la inseminacion artificial en la especie
bovina, lo cual ha permitido eliminar el peligro y costo del mantenimiento de los
sementales en las instalaciones pequefias, reducir la transmision de
enfermedades venéreas, y ha sido de gran utilidad para el mejoramiento genético
(De Alba, 1993; Foote, 2002), al diseminar efectivamente las caracteristicas

genotipicas deseables de toros probados (Rodriguez-Martinez, 2000).

Varios paises europeos han logrado implementar el uso de la inseminacion
artificial hasta en un 100% en el ganado lechero; sin embargo y a pesar de la
preparacion de técnicos especializados, y de la inversion de recursos para lograr
un proceso adecuado para la criopreservacion del semen, no se han logrado
obtener altos indices de fertilidad, asi como el emplear un menor numero posible
de células espermaticas para producir un mayor nimero de dosis (De Alba, 1993;
Valencia et al., 1986).

La congelacién de semen tiene por objeto preservar la viabilidad y capacidad
fecundante de las células espermaticas postcongelacién, manteniéndolas en un
estado de letargo metabdlico a una temperatura de -196 °C, para que al
momento de ser utilizado durante la inseminacion artificial se pueda lograr una

fertilizacion exitosa.



En la actualidad se inseminan mas de 150 millones de hembras vacunas al afio en
todo el mundo (Rodriguez-Martinez, 2000), empleando aproximadamente 30
millones de células espermaticas por dosis de semen congelado en bovinos,
considerando que solo se obtendra el 50% de células viables para ser

depositados en las hembras bovinas (De Alba, 1993).

Varios estudios en semen descongelado han demostrado que el mayor dafio
producido por el proceso de congelacién-descongelacion ocurre principalmente en
la membrana plasmatica (Flores, 2005; Watson, 1995; Nobles, et al., 1997; Neild,
et al., 2003), no obstante, hasta el momento ningun autor ha podido correlacionar

ésta alteracion con la pérdida de viabilidad espermatica (Martinez, 2003).

El citoesqueleto espermatico debe mantener la presion osmadtica regulando el
volumen del liquido intracelular; sin embargo esta funcion se altera durante el

proceso de congelacion y descongelacion (Petrunkina, et al., 2004).

Estudios de microscopia electronica realizados en semen fresco y descongelado
de bovino han demostrado que en el citoesqueleto de la cabeza espermaética,
especificamente en la teca perinuclear sufre dafios morfolégicos producidos por el
proceso de congelacion-descongelacion, determinado que existe una correlacion
negativa entre espermatozoides vivos con acrosoma intacto y espermatozoides
gue presentan grave dafio morfolégico en la teca perinuclear, cuya subestructura

esta ausente (Martinez, 2003).

En la cabeza espermatica el principal elemento citoesqueletico es la teca
perinuclear (TP), la cual envuelve al nucleo, se conforma de varias proteinas cuya
localizacion sugiere que participan en varias funciones, incluyendo la de brindar
estabilidad a las membranas de la cabeza espermética durante la fertilizacién
(Oko, 1995).



Trabajos experimentales realizados por Petrunkina y col. (1994), han propuesto
que la pérdida en la viabilidad de las células espermaticas podria estar asociada
a la pérdida de proteinas estructurales del citoesqueleto de la cabeza o de la TP,
ocasionados principalmente durante el proceso de descongelacion (Martinez, et al.
2006).

El presente estudio tiene por objeto evaluar bioquimicamente a las proteinas que
conforman la TP del espermatozoide del bovino en semen fresco y descongelado,
para probar si existe relacion entre el dafo observado en la TP de
espermatozoides descongelados y la alteracién de las proteinas estructurales que

conforman la TP.



II. Antecedentes

Criopreservacion del Semen

Siendo la congelacion una técnica ampliamente usada para la preservacion
espermatica a largo plazo, en la ultima década se han desarrollado varias
pruebas, a nivel de campo se emplea la motilidad en masa y el movimiento
progresivo, ademéas de la tincibn de eosina-nigrosina para determinar el
porcentaje de viabilidad espermatica; mientras que a nivel de laboratorio se han
desarrollado técnicas mas complejas que incluso requieren de sofisticados
programas de computacién para detectar la integridad estructural, morfologica y
funcional de la membrana plasmatica y membrana acrosomal, de tal manera que
el porcentaje de células con reaccién acrosomal después de la criopreservacion
ha sido empleada como un parametro para evaluar la funcidon espermatica y la
respuesta a la criopreservacion en varias especies, incluyendo al bovino
(Petrunkina, et al., 2004).

Uno de los principales cambios asociados con la baja viabilidad espermética
postcongelacion es la notable disminucion de la motilidad (Rodriguez-Martinez,
2000). Los dafos sufridos en las células espermaticas por el proceso de
criopreservacion van desde una disminucion en la motilidad (Squires, et al., 2004),
hasta alteraciones en la membrana plasmatica (Flores, 2005) y dafios
estructurales en el citoesqueleto espermatico o teca perinuclear (Martinez, 2003).
La viabilidad espermatica que se pierde mediante el proceso de congelaciéon-
descongelacion representa un elevado porcentaje que oscila del 40 al 50%, pese
al empleo de crioprotectores como el glicerol; que es ampliamente usado en el
proceso de criopreservacion de semen bovino (Squires, et al, 2004), cuya
finalidad es brindar proteccién a la membrana plasmética y evitar la formacién de

cristales intracelulares (Flores, 2005).



Petrunkina y col. (2004), afirman que durante el ciclo de congelaciéon-
descongelacién se generan importantes gradientes osmoticos a través de la
membrana plasmatica y que la muerte celular ocurre principalmente durante el
descongelado, por lo que sugiere que la respuesta espermatica al reto osmotico
(medido como volumen celular), puede ser indicativo de la sobrevivencia e

integridad funcional de la membrana después de la criopreservacion.

Drevius (1972), sefala que las células esperméticas se comportan como
osmémetros perfectos, que se hinchan en respuesta a condiciones hipotonicas,

resultado de la activacion de transporte de iones (Petrunkina, et al., 2004).

Asi mismo, existe evidencia de que el citoesqueleto juega un papel importante en
la deteccion inicial y en la transduccion de la sefial de cambio de volumen en
varios tipos celulares, como en el caso de los espermatozoides de cerdo y perro
(Petrunkina, et al.2004, 2005).

Teca perinuclear

La teca perinuclear es un verdadero citoesqueleto de la cabeza espermatica, con
una densidad variable y cuya organizacion arquitectbnica se encuentra
recubriendo al nucleo casi en su totalidad, excepto en la zona de insercion con el
cuello (Juarez-Mosqueda y Mujica, 1999, Muijica, et al., 2003, Martinez, 2003).
Esta se divide en dos regiones: la capa subacrosomal, situada por debajo de la
membrana acrosomal interna, y la capa postacrosomal, localizada caudalmente y
forma un céliz que rodea la porcidn entre la envoltura nuclear y la membrana
plasmatica, excepto en la insercion del flagelo (Juarez-Mosqueda y Mduijica, 1999;
Muijica, et al., 2003) (Figura 1).

En los limites entre la region postacrosomal y el segmento ecuatorial de la teca
perinuclear se localiza la subestructura de la TP (sTP) (Juarez-Mosqueda y
Mujica, 1999); también denominada por otros autores como subsegmento



ecuatorial (Ellis, 2002), forma una especie de anillo y su arquitectura es especie
especifica; en el espermatozoide del cobayo se observa como una hilera de
filamentos delgados que semejan las pestafias de un parpado (Mujica, et. al.,
2003), en el espermatozoide del cerdo forma una cadena de eslabones (Gutiérrez-
Pérez, 2006), mientras que en el espermatozoide del bovino y ovino la

subestructura conforma una linea de grecas (Martinez, 2003).

La subestructura ha sido empleada como un marcador morfoldgico de la integridad

de la teca perinuclear del espermatozoide (Juarez-Mosqueda y Mujica, 1999).

Martinez (2003), mediante microscopia electronica evalué la TP de
espermatozoides de bovino, tanto en semen fresco como descongelado,
encontrando que se produce un dafio a la STP después del proceso de
congelacion-descongelacién que se incrementa hasta en un 52.5%. Las
alteraciones observadas en la TP van desde cambios en la morfologia de la
subestructura, hasta la pérdida total de la misma (Figura 1). De igual modo,
encontré que existe una correlacion negativa entre el nUmero de espermatozoides

Vivos con acrosoma intacto y espermatozoides con sTP ausente.

Figura 1. Micrografias electronicas de cabezas de espermatozoides de bovino con la teca
perinuclear expuesta.

A) Muestra la teca perinuclear de un espermatozoide de semen fresco, la flecha sefiala la subestructura
intacta. B) Muestra la teca perinuclear de un espermatozoide de semen congelado-descongelado, la
flecha sefala la subestructura dafiada. (Martinez, 2004; Martinez, et al., 2006)



Composicién proteica de la teca perinuclear

La teca perinuclear (TP) del espermatozoide de los mamiferos estd compuesta por
varias proteinas que se caracterizan por su resistencia a la extraccion con
detergentes neutros y soluciones amortiguadoras altas en sal (ver cuadro 1),
algunas de las cuales son comparables con el citoesqueleto de la células

somaticas (Mujica, et.al. 2003).

Las proteinas del citoesqueleto encontradas en las células sométicas han sido
ampliamente estudiadas. Entre los componentes principales se encuentran
filamentos formados por mondmeros de actina, microtubulos formados por
dimeros de a y B tubulina y filamentos intermedios cuya estructura es diferente a
los anteriores, y dependiendo del tejido pueden estar formados por vimentina,

desminas, queratinas, entre otras (Alberts, et al., 2002).

Mientras que en los espermatozoides de los mamiferos se reporta la existencia de
las siguientes proteinas:

Actina de 43 kD, se localiza en la regién postacrosomal de la TP del conejo vy del
bovino; en el espermatozoide del conejo en la mitad anterior, y en las dos terceras

partes en del bovino (Flaherty, et al., 1986).

Calicina de 60 kD, se localiza exclusivamente en la region postacrosomal de la

TP del bovino y tiene gran afinidad por actina (Longo, et al, 1987).

Calmodulina de 17 kD, ha sido identificada en la region postacrosomal de la TP
de los espermatozoides del carnero, conejo, hamster, rata, ratbn, mono, humanos

y cobayos (Kanh, et al, 1991).



CPB3 (por sus siglas en inglés, proteinas capeadoras) de 31 kD y CPa3 de 33.74
kD, se ubican en la regidén postacrosomal o céliz de la TP del espermatozoide del

bovino y del humano (Von Bulow, et al., 1997).

Cilicina 'y 1l de 74 y 53 kD respectivamente, fueron localizadas en la region
postacrosomal del espermatozoide del bovino y del humano (Hess y col.,
1993,1995).

MBP (por sus siglas en inglés, polipéptidos de bandas multiples) de 56 a 74 kD, se
han identificado distribuidas en toda la TP en espermatozoides de rata y toro
(Longo, et al., 1987).

PERF 15 de 15.5 kD, se ubica en la region subacrosomal o perforatorium de la TP
y es el componente mas abundante de la TP de la rata y el ratbn (Oko and
Morales, 1994; Mujica, et al. 2003). Oko (1995), logré la clonacion y
secuenciacion en su totalidad del polipéptido mayor de la TP, de 15 kD, el cual
contiene 132 residuos de aminoacidos, y se le dio el término de PERF 15, debido
a su localizacion en el perforatorium (region subacrosomal) del espermatozoide de

raton.

Arp T1y Arp T2 (por sus siglas en inglés, proteinas relacionadas con actina) de 40
kD, se localizaron en el caliz de espermatides del ser humano y del bovino (Heid,
et al., 2002). Estudios realizados por Heid y colaboradores (2002), identificaron al
componente proteico perteneciente a la familia de proteinas relacionadas con
actina (Arp), Arp-T1 y Arp-T2, nombradas como T por la ubicacion testicular en los
espermatides del bovino, es decir, solo se localizaron en espermatozoides
inmaduros. Ademas, mediante geles bidimensionales identificaron una proteina
del céliz o region postacrosomal cercana a los 40 kD, cerca del punto isoeléctrico
(PI) de 5, el cual se ubica muy préximo a la proteina Arp-T2 del ser humano, cuyo

Pl es de 5.28, y la proteina Arp-T1 cuyo Pl es de 6.32. Oko y Maravei



(1994,1995) identificaron alrededor de 20 polipéptidos en la TP del
espermatozoide bovino, de los cuales 6 fueron los mas prominentes con un peso
molecular de 60, 36, 32, 28, 25,15.5 kD, se encuentran distribuidos en toda la TP;
aunque no de manera uniforme, siendo el polipéptido de 15.5 kD exclusivo de la

region subacrosomal (Mdjica, et al. 2003).

Otros estudios realizados por Van Der Hoorn y col. (1990), Burfeind y Hoyer-
Fender (1991), indican que las proteinas comprometidas con los elementos
citoesqueléticos tienen muy poco parecido con las proteinas citoesqueléticas de
las células somaticas, las cuales derivan de un juego de genes que son
expresados Unicamente durante el proceso de espermatogenesis, siendo la

mayoria de proteinas sintetizadas durante la fase haploide.

Cuadro 1. Principales proteinas identificadas en la teca perinuclear en el
espermatozoide del bovino. (Mujica, et al., 2003)

Proteina Region Peso Referencias
de Molecular
Localizacién kD
Proteinas Solubles en alcalis | Subacrosomal y Oko y Maravei
Postacrosomal 25-60 1994
Polipéptidos Multiples Subacrosomal y 56-74 Longo, et al
Postacrosomal 1987
Técinas Subacrosomaly | 50y 48 Bellvé, et al
Postacrosomal 1990
Proteina Soluble en alcalis Subacrosomal 15.5 Oko y Maravei
(PERF 15) 1994
Actina Postacrosomal 43 Flaherty, et al
1986,1988
Calicina Postacrosomal 60 Longo, et al
1987
CPa3 Postacrosomal 31 Von Bulow, et al
1997
CPB3 Postacrosomal 33.74 Von Bulow, et al
1997
Cilicina l y Il Postacrosomal 74y 53 Hess, et al
1993,1995




Por otro lado, aunque no directamente en citoesqueleto, estudios recientes de
Delgado-Buenrostro, et al., 2005, han identificado en espermatozoides de cobayo
un grupo de proteinas de la familia WASp que funcionan como moléculas
adaptadoras que reclutan al complejo Arp 2/3, mismo que produce la nucleacién
de filamentos de actina (Weaver, et al., 2003).

Mientras que en la region subacrosomal de la TP del cobayo Hernandez-Gonzalez
detecto la proteina distrobrevina de 66 kD. Las distrobrevinas pertenecen a la
familia de las distrofinas, las cuales se encuentran en varios 6rganos como
proteinas citoesqueléticas asociadas a la membrana. Las distrofinas estan
comprometidas con el mantenimiento de dominios funcionales, al organizar un
complejo que une el citoesqueleto con la matriz extracelular a través de un
complejo proteico de distrofinas, la pérdida de distrofinas conlleva al desensamble
de dicho complejo y culmina en degeneracion muscular, enfermedad conocida

como distrofia muscular de Duchenne (Hernandez-Gonzéalez, 2001).

Algunas funciones atribuibles ala TP

Heid, y col. (2002) indican que durante la diferenciacion espermatica han
localizado en la TP a las proteinas Arp-T1 y Arp-T2 las cuales estan
involucradas con el modelamiento morfogénico de la cabeza espermatica; sin

embargo, falta encontrar con qué moléculas del céliz se asocian.

Oko (1995) propuso que las proteinas de la teca perinuclear juegan un papel
importante en la unidn, extensién y anclaje del acrosoma a la envoltura nuclear
durante la espermiogénesis, basado en la capacidad de unién a lipidos

caracterizada en el polipéptido de 15 kD,.
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Petrunkina y col. (2004) indica que la red de microfilamentos (formada por actina
F) parece ser importante en la regulacion del volumen celular espermatico, lo
anterior fue demostrado al someter células esperméaticas de verraco a condiciones

iso e hipotdnicas con citocalasina D.

La importancia que tiene la TP en el proceso de fertilizacién se evidencia en las
investigaciones de Courtens (1976), Lalli y Clermont (1981), Oko y Clermont
(1991), las cuales afirman que la TP es la principal barrera que impide la
descondensacion de la cromatina espermatica, por lo que una funcion importante

atribuible a la TP es también la proteccidén del material genético.

Brener y col. (2003) han reportado que en el espermatozoide del bovino, la
inhibicion de formacion de actina F con citocalasina D, impide o bloquea la

capacitacion espermatica.

Sutovsky y col. (1997), comprobaron in vivo que al impedir la interaccion de las
proteinas de la TP con la microvellosidades del ovocito mediante la microinyeccion
de espermatozoides intactos de toro dentro de ovocitos maduros, la TP no es

desensamblada y consecuentemente no ocurre la descondensacion nuclear.

Mientras que in vitro al bloquear la accion de las microvelosidades de la corteza
del ovocito (empleando citocalasina B que rompe filamentos de actina), con la TP
del espermatozoide, tampoco ocurre la descondensacion del material genético
(Sutovsky, et al., 1997).

Por lo anterior Sutovsky y colaboradores (1997) sugieren que la unién de la TP
con las microvellosidades del ovocito y la remocion de de la teca por éstas
estructuras ovociticas, constituye un paso temprano de la fertilizacién, previo a la

conversion del nucleo espermatico en el prondcleo masculino.

11



[1l. Justificacion

Aln cuando varios autores consideran a la membrana plasmatica como el
principal organelo que se dafia por el proceso de congelacién-descongelacion,
dicha alteracion no ha sido correlacionada con la pérdida de viabilidad
espermatica; sin embargo en semen congelado-descongelado se ha determinado
gue existe una correlacion negativa entre espermatozoides vivos con acrosoma
intacto y espermatozoides que presentan grave dafio morfolégico en la TP cuya
subestructura esta ausente. Lo cual hace necesario evaluar si existe relacion
entre el dafilo morfolégico que sufre la TP por el proceso de congelacion-

descongelacién y la posible alteracién de las proteinas que la conforman.
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IV. Hipdbtesis

El dafio ocasionado a la teca-perinuclear del espermatozoide bovino debido al
proceso de congelacién-descongelacion esta asociado con la alteracion de las

proteinas estructurales de la TP.
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V. Objetivos

General:

Caracterizar bioquimicamente las alteraciones que se producen por el
proceso de congelacion-descongelacion sobre las proteinas de la TP del

espermatozoide bovino.

Especificos:

Evaluar la viabilidad espermatica empleando técnicas de tincion

supravitales en semen fresco y descongelado.

Observar la integridad de la TP en espermatozoides frescos vy

descongelados.

Extraer las proteinas de la TP del espermatozoide bovino a partir de semen

fresco y descongelado.

Realizar la separacion proteica del extracto de la TP tanto de semen fresco

como descongelado.

Identificar por lo menos una de las proteinas extraidas de la TP del

espermatozoide bovino mediante inmunodeteccion.

Verificar si existe una relacion entre el dafio estructural en la TP producido

por la congelacion-descongelaciéon con las proteinas extraidas de la TP.
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VI. Materiales y Métodos:

Disefio experimental

Se obtuvieron muestras de semen de 8 sementales bovinos de la raza Holstein,

los cuales se encuentran sexualmente activos y cuyo semen se procesa

rutinariamente dentro del Centro de Procesamiento de semen RECA, ubicado en

el km 23.2 de la carretera a Chichimequillas, Santa Maria Begofia, El Marquéz,

Querétaro.

Cada muestra de los eyaculados obtenidos fue sometida a los mismos

tratamientos bioguimicos tanto en fresco como en descongelado, es decir antes y

después del proceso de congelacion.

Los tratamientos a los que se sometieron las muestras de semen fueron los

siguientes:

Evaluacion de la viabilidad espermatica y estado acrosomal con las
tinciones de eosina-nigrosina (E-N) y triple tincion (TT).

Preparacion de muestras para microscopia electrénica.

Decapitado espermatico y separacion de cabezas

Exposicion de teca perinuclear

Preparacion de muestras para observarlas por microscopia electrénica
Extraccion de proteinas de la teca perinuclear con el Compartmental
Protein Extraction Kit (Chemicon).

Separacion del extracto proteico de la teca perinuclear mediante geles de
elctroforesis SDS-PAGE (dodecil sulfato de sodio - geles de poliacrilamida).
Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa (Bio-rad).
Identificacion proteica mediante inmunodeteccion Western  blot
(anticuerpos  policlonales anti-actina de conejo de Santa Cruz, borrego-
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anti-conejo de los laboratorios Jackson, anti-distrobrevina de Transduction
Lab y el Western blot kit de quemiluminiscencia  ECL del laboratorio

Amersham, Biosciences).

Después de preparar las muestras con las diferentes tinciones se procedié a
contar 100 células por duplicado en cada laminilla, realizando los conteos en
diferentes campos visuales (Martinez, 2003). Los resultados obtenidos se
analizaron mediante la prueba estadistica T de Student para datos pareados,

estableciendo una confianza del 95%, empleando el paquete estadistico Minitab.

Obtencién y evaluacion de semen

El semen se obtuvo mediante una vagina artificial cuya temperatura oscilé entre
los 40 a los 42°C, lo anterior fue realizado por personal capacitado del mismo

centro de procesamiento de semen.

Una vez que se obtuvo la muestra de semen en el tubo colector se le realizé la
evaluacion macro y microscopica dentro del laboratorio, también por el personal
del mismo centro. Primero la muestra se incub6 en un bafio Maria a 35°C, se
tomd una alicuota de semen con una micropipeta para evaluar la motilidad en
masa y movimiento progresivo, Unicamente se procesaron muestras con valores
por arriba de 2.5y 70% de ambos parametros respectivamente. La concentracion
espermatica se realiz6 con un espectrofotometro colorimétrico (Calibration of
Bausch & Lomb Spectronic 20), tomando 100 ul de semen diluido en 7.5 ml de
solucion salina fisioldgica, de lo anterior se obtuvo una lectura que luego se
compard con la tabla de conversion y mediante una base de datos en la
computadora se realizd el calculo de dosis para congelar cada eyaculado,

conteniendo una concentracion de 45 millones por pajilla.
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Adicionalmente se tomé una alicuota de cada muestra de semen fresco, a la cual
se le realizaron las tinciones vitales de eosina-nigrosina y triple tincién descrita
por Martinez, 2003 (Talbot y Chacdn, 1981; Vazquez y Carriosa, 1980) las cuales
se realizaron dentro del mismo laboratorio de RECA. Las mismas técnicas de
evaluacion se realizaron al semen congelado una semana después, en el

laboratorio del Departamento de Morfologia de la FMVZ, UNAM.

Congelamiento y descongelamiento de semen

La congelacion de semen se realizo empleando la técnica de dos pasos (De
Alba, 1993, Valencia, et al., 1986). Para lo cual, como primer paso el semen fue
diluido con el 50% de leche descremada y antibidticos ( 70mg de lincomicina,
125mg de gentamicina y 5ml de estreptomicina/L de leche), se coloco dentro de
la cAmara fria en una camisa con agua a 35°C durante 4 horas como periodo de
equilibrio, adicionando cada 20 minutos el segundo diluyente, éste Ultimo
ademas de lo antes descrito contenia glicerol al 8%, posteriormente se realiz6 el
envasado automatico del semen diluido en pajillas de 0.5ml conteniendo 45
millones de espermatozoides. Finalmente las pajillas se introdujeron dentro de
bastones con capacidad para 10 pajillas, posteriormente fueron colocadas y
llevados dentro de un cubo metélico sin fondo hacia la congeladora automatica
que contiene una centrifuga que dirige los vapores de nitrogeno hacia los
bastones, logrando reducir la temperatura de 4° hasta -196 °C en tan sélo 3
minutos. Una vez terminado el proceso de congelacion, los bastones fueron

guardados en tanques con nitrégeno liquido para su posterior empleo.

El semen se descongeld en el laboratorio de Morfologia una semana después de
haber sido procesadas, se utilizaron 3 pajillas para el tratamiento de extraccién
proteica. Las pajillas se descongelaron introduciéndolas en un bafio Maria a 35°C

durante 20 segundos.
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Preparacion de muestras para microscopia electrénica

Tanto las muestras de semen fresco como las de semen descongelado fueron
fijadas para su procesamiento por microscopia electronica antes y después del
proceso de extraccion de proteinas de la TP, para lo cual se separaron alicuotas
con 35 millones de cabezas espermaticas resuspendidas en solucién salina
fisiologica (SSF), (NaCl 154 mM), mismas que fueron fijadas en solucion
Karnowsky en relacion 1:1 (v:v). Para retirar el fijador de las muestras, éstas se
lavaron 3 veces con SSF mediante centrifugacion a 800g por 3 min,
posteriormente fueron lavadas otras 3 veces con agua destilada filtrada y la
pastilla final fue resuspendida en agua destilada filtrada en su volumen inicial. Se
tomaron alicuotas de 100 uyl de cada muestra y se colocaron sobre rejillas de
cobre de 300 mesh cubiertas con membrana de colodidén-carbdn, después de 10
minutos en los que se dejo sedimentar a las cabezas espermaticas, se retird el
exceso de muestra con tiras de papel filtro. Sobre las rejillas que contenian la
muestra adsorbida se colocé una gota de &cido fosfotungstico al 0.01% durante 3
min para realizar la tincion negativa, posteriormente se retir0 el exceso de acido
con tiras de papel filtro y se enjuagd cada rejilla pasandola por una gota de 100 pl
de agua destilada filtrada, para luego secar las rejillas sobre papel filtro y
almacenarlas en un portarejillas hasta su observacion al microscopio electrénico.
Las observaciones se realizaron en un microscopio electronico de transmision

Zeiss M9 perteneciente al Departamento de Patologia de la FMVZ, de la UNAM.

Extraccion de las proteinas de la teca perinuclear

Lavado de semen

Con la finalidad de retirar el plasma seminal y el diluyente, todas las muestras
fueron diluidas en SSF a 35 °C, sometidas a centrifugacion y resuspendidas
nuevamente en SSF, las muestras de semen fresco fueron procesadas en el

centro de procesamiento de semen empleando una centrifuga de angulo fijo con
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una fuerza de gravedad fija de 3500 rpm por 3 min. Mientras que las muestras
de semen descongeladas en el laboratorio del Departamento de Morfologia

fueron centrifugadas a 1500 rpm por 3 min.

Decapitado espermatico

Se dislocaron las cabezas de los flagelos empleando el método mecénico de
jeringueo, para ello la muestra con 135 millones de espermatozoides diluidos en 3
ml de agua destilada adicionada con 40 pl de un preparado comercial de
inhibidores de proteasas fueron pasados a través de una aguja hipodérmica
calibre 21gx35mm, hasta completar ciclos de 200 pases (un ciclo comprende la
succion y la expulsion del total de la muestra resuspenda en SSF través de la
jeringa), para lo cual se emplearon jeringas desechables de 3cc.

Exposicidon de la teca perinuclear

Una vez que los espermatozoides fueron decapitados se procedié a exponer la
TP, para ello se utilizé el detergente Brij 36 T al 10% ( concentracion final 1.2%),
incubando las muestras con 140ul/ml durante 10 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se lavaron con SSF para quitar los residuos de membrana y el
detergente, las muestras fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 3 minutos y

posteriormente se resuspendieron en la misma solucién.

Obtencidn de cabezas espermaticas

Esta se realiz6 resuspendiendo la pastilla de las muestras decapitadas y con la
TP expuesta en SSF vy centrifugando la suspensién a 3500 rpm durante 3
minutos, logrando separar las cabezas de los flagelos mediante 6 lavados
consecutivos, La técnica se basoé en el diferente el coeficiente de flotacion de los
flagelos, de tal manera que se obtuvo aproximadamente el 70% de cabezas

puras.
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Extraccién de las proteinas citoesgueleticas de la cabeza espermatica

Una vez que se logro obtener el precipitado o pastilla conteniendo una
concentracién de 97 millones de cabezas espermaticas con la TP expuesta, se le
agregé 1 ml de la solucion del kit comercial de extraccion de proteinas
identificado como Buffer C (Chemicon), adicionado con 10ul del inhibidor de
proteasas 1X del mismo kit. Se dejo actuar sobre la muestra durante 20 min, en
agitacion constante a 4°C. Inmediatamente después, la muestra fue sometida a
centrifugaciéon durante 1 hr a 4000 rpm dentro de una centrifuga marca Hermle
Z300.

Para precipitar las proteinas el sobrenadante obtenido se colocd en un tubo de
ensayo conteniendo acetona pura fria en relaciéon 2:1, y se mantuvo a -20 °C. La
pastilla obtenida fue resuspendida en 2 ml de la solucion identificada como Buffer
W, manteniéndola en agitacion constante a 4° C durante 6 min y de inmediato la
suspension se sometid nuevamente a centrifugacion durante otra hora a 4000
rom. El sobrenadante obtenido se mezcldé con el anterior y se dej6 a -20 °C
durante 18 h para que las proteinas de la TP se precipitaran. Posteriormente la
muestra de proteinas se centrifugé a 2500 rpm en una centrifuga clinica durante
1 h para separar la acetona. Después se decantd la acetona y las proteinas se
resuspendieron en 100 ul de agua destilada filtrada, guardando 30 pul del extracto
proteico de TP en un tubo de plastico ependorf para su posterior cuantificacion

proteica mediante el método de Lowry.

El resto del extracto proteico se resuspendid en 130 upl de amortiguador de

muestra para electroforesis y se hirvié durante 4 min a 95 °C.

Cuantificacion de proteinas extraidas de la TP

El extracto de proteinas de la TP se diluy6 en 100 ul de agua destilada, de esta
suspension se tomaron 30 pl para realizar la cuantificacion de proteinas

empleando el método de Lowry.
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Separacién del extracto proteico de la teca perinuclear

Las proteinas obtenidas de la extraccion de la TP fueron separadas de acuerdo
al peso molecular de las mismas mediante electroforesis, de acuerdo a la técnica
descrita por Laemmli (1970), se colocaron 30 pl por carril de cada muestra
resuspendida en el amortiguador de muestra, empleando geles de poliacrilamida
al 12%, ademas se utilizaron marcadores de bajo peso molecular (Bio-Rad),
cargando 5 ul de marcadores por gel. Primero se dejo que las proteinas migraran
en el gel concentrador (4%) durante 20 min a 50 v, y una vez alineadas sobre el
gel separador (12%) se incremento el voltaje a 100 v durante 2:30 — 2:45 hrs, todo

esto en la cAmara friaa 4 °C.

Finalmente los geles se revelaron mediante la tinciéon de plata y se determin6 el

peso molecular relativo de cada banda proteica del extracto de TP.

Identificacidn de las proteinas de la teca perinuclear

Para lograr la identificacion proteica se empled la técnica de inmunodeteccion en
papel de nitrocelulosa por Western bot, para lo cual se emplearon eyaculados
completos, utilizando la mitad para el extracto proteico de TP de semen fresco y
dejando el resto para el extracto de TP de semen congelado (aproximadamente
500 millones de espermatozoides para cada muestra). Primeramente se hizo la
extraccion proteica como se menciona anteriormente, mientras que para la
separacion de las proteinas por electroforesis, el extracto se resuspendié en 80 pl
de amortiguador de muestra y se corrié bajo las condiciones antes mencionadas.
Posteriormente se sealiz6 la transferencia de las proteinas a papel de
nitrocelulosa. La transferencia se realiz6 empleando membranas de nitrocelulosa
(BIO-RAD) a 75 mA durante 17 hrs a 4 °C en amortiguador de transferencia

(glicina, tris base, metanol y agua destilada). Después se corroboré la
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transferencia de las proteinas a la membrana por la tincion de las mismas con rojo
de Ponceau. Para realizar la identificacion proteica se destifié la membrana
mediante repetidos lavados con agua destilada, luego las membranas fueron
blogueadas durante 2 horas a temperatura ambiente con una solucion de bloqueo
[PBS-TRITONX100 (pH 7.4) al 1% con 5% de leche en polvo descremada
(Svelty)]. Transcurrido el tiempo del bloqueo se realizaron 5 lavados con PBS-
TRITON X100 al 1% de 5 min cada uno a temperatura ambiente y posteriormente
se colocaron anticuerpos policlonales de conejo contra actina (Santa Cruz) (1:100)
diluidos en la solucién de bloqueo y se dej6é incubar en agitacion constante a
temperatura ambiente durante toda la noche ( aprox 16 hrs). Posteriormente se
realizaron 5 lavados con PBS-TRITONX100 al 1% de 5 min cada uno y se
colocaron los anticuerpos secundarios dirigidos contra el primero ( cabra anti
conejo, Jackson) unidos a peroxidasa, a razon de 1:10,000 también diluidos en
la solucién de bloqueo y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 h con
agitacion constante. Las membranas de nitrocelulosa nuevamente fueron lavadas
5 veces en PBS-TRITONX100 al 1%. Posteriormente, la reaccion fue revelada por
el método de quimioluminiscencia, para ello se colocé el sustrato de la peroxidasa
del kit quemiluminiscente ECL (Western blot system, Amersham Biosciences)
sobre la membrana con PBS-TRITONX100 al 1%, dejandolo actuar durante 2

minutos bafiando con éste la membrana constantemente.

A continuacién la membrana fue colocada dentro de una bolsa de acetato en el
interior de un chasis o0 casete para placas radiogaficas, sobre la membrana
envuelta en el acetato se colocé el negativo radiogéfico (X-omat, Kodak) y se
cerro el chasis o casete. La quemiluminiscencia resultado de la interaccion de la
peroxidasa con el sustrato ECL luego de 15 a 30 min de exposicion con el
negativo, permitid6 observar las bandas de actina después de revelar los
negativos radiograficos.
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Adicionalmente se realiz6 la técnica de stripping o desnudamiento de membrana
sobre la membrana de nitrocelulosa que fue empleada para la deteccion de
actina, con lo que se retiraron los anticuerpos que ésta contenia para
posteriormente detectar la presencia de la proteina distrobrevina en el extracto de
TP de espermatozoides de semen fresco y descongelado, aplicando la misma

técnica descrita para la deteccion de actina.

23



Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas T de student para datos pareados se aplicaron a los
resultados de los conteos celulares de las pruebas vitales y del estado acrosomal
de E-N y TT mediante el uso del paquete estadistico MINITAB ™ Release version
13.1, asi como la prueba T de student para diferencia de medias que se empled

para comparar los resultados de ambas pruebas.

Los datos para los conteos espermaticos analizados tanto en semen fresco como
en semen descongelado de los 8 eyaculados se realizaron en 4 observaciones a

cada uno (n=32), contando 100 células por laminilla en diferentes campos.
Para los experimentos de inmunodeteccidén de las proteinas se consider6 como

positiva la identificacion proteica al observarse el mismo patron continuamente en

3 repeticiones de diferentes muestras.
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VIl. RESULTADOS

Electroforesis del extracto proteico de la TP

El patron electroforético revel6 un nimero importante de bandas polipeptidicas,
dentro del rango de 14 a 45 kD en el semen fresco se observo un promedio de 4
bandas y en el rango 11 a 45 kD en el semen descongelado se observo un
promedio de 7 bandas. A pesar de que los patrones de bandeo no siempre fueron
consistentes, el nUmero de bandas observadas siempre fue mayor en los extractos
provenientes del semen descongelado, presentando en promedio 3 bandas mas
que el los del semen fresco 43, 25y 11 kD (Figura 2).

97.4
66.2

45.0

31.0

215

14.4

MP F D

Figura 2. Patron electroforético de las proteinas extraidas de la teca perinuclear en semen
fresco y descongelado

La barra marcada con MP muestra los marcadores de peso. La barra marcada con la letra F muestra
las bandas proteicas extraidas de la teca perinuclear del semen fresco. La barra marcada con la letra
D muestra las bandas proteicas extraidas de la teca perinuclear del semen descongelado. Las flechas
sefialan las bandas proteicas que se observan solamente en el extracto de la teca perinuclear del
semen descongelado, las cuales no aparecen en el extracto de la teca perinuclear del semen fresco.
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Mientras que dentro del rango de 48 a 99 kD se observo un promedio de 4 bandas
en ambos extractos de la TP. De igual modo algunas bandas proteicas extraidas
de la TP de espermatozoides de semen descongelado se observaron con mayor
intensidad que en el extracto de semen fresco siendo ubicadas en 99, 66y 11 kD

Identificacion de proteinas presentes en la teca perinuclear

Actina

La técnica de inmunodeteccion por Western blot realizada en el extracto proteico
de la TP de espermatozoides frescos y descongelados empleando el anticuerpo
contra actina identific6 una banda proteica de 43.6kD en la muestra de semen
descongelado (Figura 3), no asi en la muestra de semen fresco. Sin embargo en

ambos geles se reconocieron bandas cercanas a los 48, 53 y 60kD.

43.6 kDa ==

Figura 3. Inmunodeteccion de actina en el extracto proteico de la TP mediante Western blot
Banda de actina detectada en la linea de los 43.6 kDa en las muestras del extracto proteico de la TP
de semen descongelado. En el extracto de la TP de semen fresco no se detecto actina.

Distrobrevina

La técnica de inmunodeteccion por Western blot realizada en el extracto proteico
de la TP de espermatozoides frescos y descongelados empleando el anticuerpo
contra distrobrevina emitié luminiscencia sobre la banda de 66kD tanto en la
muestra de semen descongelado como en la muestra de semen fresco; sin
embargo se observO mayor intensidad en la banda de la muestra de semen
descongelado. EIl anticuerpo contra distrobrevina también se detecto en otras
bandas por arriba de los 45 kDa en ambas muestras, (Figura 4).
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66 kDa

Figura 4. Inmunodeteccién de distrobrevina en el extracto proteico de la TP mediante Western
blot

El extracto de TP de semen fresco se observa en la barra marcada como F, donde el anticuerpo anti
distrobrevina detecto una banda proteica cercana a los 66 kDa. En la barra marcada como D se
muestra el extracto de TP de semen descongelado, donde el anticuerpo anti distrobrevina detecto una
banda proteica cercana a los 66 kDa la cual se observa con mayor intensidad que en el extracto de
semen fresco.

Evaluacion ultraestructural

Se realiz6 el monitoreo de la morfologia de la teca perinuclear durante diferentes
etapas de la extraccion de sus proteinas (Figura 5), estableciéndose que en el
semen descongelado, a los 20 min de exposicidn a la solucion Buffer C, mas 6 min
de exposicién a la solucién Buffer W, se logré extraer completamente a las
proteinas de la teca perinuclear, dejando desnudo al nacleo espermético; pero sin
provocar su descondensacion, con lo que se asegurd que el extracto proteico
analizado no contuviera proteinas nucleares. Mientras que en semen fresco, aun
incrementando el tiempo de exposicion a la primer soluciéon (Buffer C) hasta 25
min, ademas de los 6 min de exposicion a la segunda solucién (Buffer W), la
extraccion de las proteinas de la teca perinuclear no fue total. Derivado de estos
resultados se decidi6 extraer ambas muestras con el mismo tiempo de
extraccion, que fue fijado con las soluciones de extraccibn a 20 y 6 min

respectivamente.
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Figura 5. Microsocopia electrénica mostrando cabezas espermaticas en diferentes etapas de
extraccion de las proteinas de la TP

A) Muestra una cabeza espermatica con la teca perinuclear expuesta, antes de ser sometida al
proceso de extraccion proteica, la flecha sefiala la ubicacion de la subestructura. B) Muestra una cabeza
espermatica con el nicleo desnudo, después de haber sido expuesta al proceso de extraccién de la
teca perinuclear, la flecha sefiala el sitio donde estuvo la subestructura. Barra 500 nm.

Cuantificacién del extracto proteico de la TP

Por el método de cuantificacién de proteinas de Lowry aplicado a las muestras

de semen fresco y descongelado, al utilizar una concentracion espermatica de
135 x 106, se obtuvieron concentraciones de cabezas espermaticas de

aproximadamente 97 x 106, de las cuales se obtuvo un promedio de 81.6 ug
de proteinas extraidas de la TP en semen fresco y 144.1 ug en semen

descongelado.
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Viabilidad celular

Empleando la tincién de eosina-nigrosina (E-N), en semen fresco se obtuvo el
74% de viabilidad espermética y el 41% en semen descongelado (P= 0.000),
(Figura 6, Cuadro 2, Gréfica 2).

Figura 6. Espermatozoides que muestran los patrones obtenidos con la tincién de eosina-
nigrosina para valorar el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos en las muestras de
semen bovino

A) Espermatozoide vivo, se observa de color claro debido a que su membrana esta intacta y no
absorbio6 el colorante sobre el fondo obscuro. B) Espermatozoide muerto, se observa de color violeta
debido a que su membrana esté alterada y absorbi6 el colorante.

Empleando la triple tincion, se observé una diferencia significativa en el
porcentaje total de espermatozoides vivos, siendo del 83.16% en semen fresco
y 37.25% en semen descongelado (P=0.000) (Figura 7, Cuadro 3, Gréfica 3).



/ D

A B C

Figura 7. Espermatozoides de bovino que muestran los patrones obtenidos con la en la triple
tincién para valorar la viabilidad esperméticay la integridad del acrosoma

A) Se observa un espermatozoide muertos con acrosoma, donde la region postacrosomal se tifi6 de
color azul y el acrosoma de color rosa. B) Se observa un espermatozoide muertos sin acrosoma,
donde la regién postacrosomal se tifié de color azul y el acrosoma se observa claro. C) Se observa un
espermatozoide vivo con acrosoma; donde la base de la region postacrosomal se tifié ligeramente de
café y el acrosoma de color rosa. D) Se observa un espermatozoide vivo sin acrosoma; donde la base
de la region postacrosomal se tifi6 ligeramente de color café y el acrosoma se observa claro.

Al comparar los resultados de ambas técnicas de tincion, se observaron
diferencias significativas entre el porcentaje de espermatozoides vivos en el
semen fresco, siendo el resultado de la técnica de E-N de 74.88%, y el de la
triple tincion de 83.16%, (Cuadro 4, Grafica 3). Mientras que al comparar el
porcentaje de espermatozoides vivos en el semen descongelado se obtuvo el
41.69% con la tincion de E-N y 37.25% con la triple tincién (P=0.041), (Cuadro 5,
Gréfica 5).

Existe diferencia significativa en la comparacién del porcentaje de
espermatozoides vivos con acrosoma empleando la técnica de triple tincién, la
cual fue del 74.88% en el semen fresco y del 33.41% en el semen descongelado
(P=0.000), (Cuadro 6, Gréfica 6).

Mientras que la diferencia en los datos obtenidos del porcentaje de
espermatozoides vivos sin acrosoma empleando la técnica de triple tincion fue
del 8.75% en el semen fresco y 3.84% para los espermatozoides del semen
descongelado (P=0.040) (Cuadro 7, Grafica 7).
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VIIl. DISCUSION

El nicleo espermatico se encuentra rodeado por una basta y compleja estructura
proteica, la teca perinuclear, cuyas proteinas se caracterizan por su resistencia a
la extraccion con detergentes neutros y amortiguadores altos en sales (Longo, et
al., 1987); no obstante, el proceso de criopreservacion es capaz de alterar al
citoesqueleto espermatico, especialmente a la TP (Watson, 1995; Nobles,1997;
Martinez, 20003, 2006, Gutiérrez, 2006; Petrunkina, 2004, 2005)

Electroforesis del extracto proteico de la TP

El resultado de la extraccion de proteinas de la teca perinuclear de
espermatozoides de bovino en semen fresco y descongelado concuerda con lo
reportado por diversos autores respecto a la termosensibilidad de las proteinas
del citoesqueleto (Petrunkina, 2004, 2005, Watson, 1995, Hall, 1993), por lo que
sus proteinas constituyentes podrian estar siendo alteradas por el proceso de
congelacion-descongelacion y por ello que se observé un mayor nuamero de

bandas proteicas en el semen descongelado.

En este estudio se encontraron bandas proteicas con pesos moleculares menores
a los reportados para las proteinas mayoritarias que componen a la teca
perinuclear en el espermatozoide del bovino. Oko y Maravei (1994), reportan que
entre las proteinas mas prominentes encontradas en la TP del espermatozoide
bovino la de més bajo peso molecular es una de 15.5kD. En el presente trabajo
se reportan proteinas con pesos cercanos a los 11kD; no obstante, los mismos
autores reportan que mediante el método de extraccion que ellos emplearon, al
analizar las proteinas por SDS-PAGE obtuvieron bandas polipeptidicas de al
menos 20 aa, y no descartan la posibilidad de que la teca perinuclear del bovino
pueda estar constituida por otras proteinas de mayor o menor peso molecular

(Oko y Maravei, 1994). Sin embargo, es importante notar que el método de
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extraccion empleado por los autores mencionados fue diferente, ya que ellos
emplearon soluciones alcalinas (NaOH y NaCl), mientras que en el presente
trabajo se empleo un kit comercial de extraccion (Compartamental Protein
Extraction kit, Chemicon), el cual contiene: HEPES, MgCI2, KCI, EDTA,

sacarosa, glycerol, y ortovanadato sodico.

Las bandas proteicas encontradas en el rango de 14 a 45 kD coinciden con los
reportes de proteinas que se encuentran formando parte de la TP del bovino como
la Perf 15 de 15.5 kD (Oko y Maravei, 1994), proteinas solubles en alcalis de 25 a
60 kD(Oko y Maravei, 1994), CPa3 de 31 kD, CP B 3 de 34.74 kD (Von B[ulow, et
al., 1997) y actina de 43 kD (Flaherthy, et al., 1986, 1988).

Mientras que dentro de las proteinas encontradas en el rango de 48 a 99 KD se
reporta la existencia de MBP de 56 a 74 kD (Long, et al., 1987), Cilicina | de 74 kD
y Cilicina Il de 53 kD (Hess, 1993,1995).

Por otra parte, de manera importante, se encontré6 que existe una extraccion
diferencial de los componentes de la TP entre el semen fresco y descongelado.
Estos resultados confirman que el proceso de congelacién-descongelacion al que
se somete el semen bovino, produce alteraciones en las proteinas que conforman
a la TP. Posiblemente al fragmentarse las proteinas de la TP durante el proceso
de congelacién-descongelacion una de las proteinas cuya conformacion esta
siendo alterada sean los microfilamentos (actina F) y como consecuencia de esto
se pierda la continuidad de la subestructura de la TP como lo refiere Martinez
(2003), y a que se pierde la fuerza de soporte en la arquitectura de ésta estructura
con la consecuente fragilidad de la misma. Lo anterior confirma lo reportado por
Juarez-Mosqueda y Mujica (1999), quienes encontraron que la subestructura del
espermatozoide del cobayo se encuentra estabilizada por actina F.
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Los dafios producidos sobre la TP por el proceso de congelacién-descongelacion
podrian repercutir directamente sobre la funcionalidad espermatica, tal como lo
afirman los trabajos de Noiles, et al.,, (1997) y Storey, et al., (1998), cuyos
experimentos en espermatozoides de raton, demostraron que la permeabilidad de
la membrana plasmatica depende en gran medida del citoesqueleto

espermatico.

Los resultados observados tanto en los patrones de bandeo como la diferencia
en la intensidad resultado de las proteinas extraidas de la TP de espermatozoides
frescos y descongelados, podrian explicarse debido a que las proteinas que
conforman a la TP estan sufriendo un fraccionamiento aleatorio producido por el
proceso de congelacién-descongelacién; por lo tanto no siempre pudieron ser

observados patrones de bandeo con la misma intensidad.

La diferencia en el patrén proteico observado en las electroforesis de los extractos
de la TP del semen fresco y del descongelado, podrian traducirse en alteraciones
funcionales de las células espermaticas descongeladas, lo anterior lo respaldan
las investigaciones de autores como Sutovsky (2003), Mujica (2003) y Gutiérrez
(2006) entre otros que sefialan que la TP podria ser el reservorio potencial de
varias proteinas involucradas en diversos procesos de vital importancia durante la
fertilizacion, como lo es la sefalizacion, la activacion del huevo y la

descondenzacién nuclear.
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Identificacion de proteinas presentes en la teca perinuclear

Actina

Una de las proteinas que forman parte de la teca perinuclear es actina, la cual se
ha propuesto juega un papel importante en la estabilidad y mantenimiento de
dominios funcionales en la membrana plasmatica (Luna y Hit, 1992); ademas de
mantener la estabilidad de la subestructura de la TP (Juarez-Mosqueda y
Muijica,1999), forman parte importante del citoesqueleto espermatico (Mitchison y
Cramer, 1996).

En el presente trabajo, mediante la técnica de Westernblot, una banda de 43.6
kD fue identificada por anticuerpos monoclonales anti-actina en el extracto de
semen descongelado, aunque también se identifico en 3 diferentes bandas
proteicas del extracto de la TP; lo cual sugiere que se observé reaccion cruzada

con otras prote inas.

En el extracto proteico de la TP del semen fresco no se observo la banda de
actina en la marca de los 43.6 kD; no obstante fue detectada en las bandas de
48, 53 y 60 kD las cuales se observaron con mayor intensidad en el extracto de
semen fresco que en el descongelado. Lo anterior podria sugerir que la
disociacion de actina de la TP es producida por el proceso de congelacion-
descongelacion y se traduce en una alteracion estructural de ésta proteina, como

lo sugieren investigaciones realizadas por Petrunkina y col. (2004,2005).

Distrobrevina

Investigaciones realizadas por Gonzalez-Hernandez y col. (2001), mediante
inmunodeteccion lograron identificar a la proteina distrobrevina tanto en el
citoesqueleto del flagelo como en la regidon subacrosomal de la TP del
espermatozoide del cobayo. La distrobrevina forma parte de la familia de las
distrofinas, las cuales se caracterizan por participar con proteinas que forman

complejos proteicos unidos a proteinas citoesqueleticas que se encargan del
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mantenimiento de los dominios funcionales de la membrana plasmatica

(Gonzalez-Hernandez, et al., 2001).

La proteina distrobrevina fue localizada en la banda de los 66 kDa del extracto
proteico de la TP tanto de espermatozoides frescos como descongelados, sin
embargo se observo con mayor intensidad en el descongelado, lo cual podria
indicar que el proceso de congelacion-descongelacion hace a esta proteina mas
sensible a la extraccién. El hallazgo de distrobrevina en la banda de 66 kD
coincide con lo reportado por Hernandez —Gonzéalez (2001) en el espermatozoide

del cobayo.

Sin embaqgrgo, el anticuerpo empleado contra distrobrevina tuvo reaccion cruzada

en contra de bandas peptidicas ubicadas por arriba de los 45 kDa.

Hasta el momento no existian reportes de la localizacion de ésta proteina en el
espermatozoide del bovino, por lo que su deteccién en el presente estudio podria
dar lugar al desarrollo de futuras investigaciones respecto a la funcién que la
distrobrevina tiene dentro de la TP, asi como a los procesos de sefializacion que

se requieren para que ésta proteina sea funcional.

Al analizar en forma conjunta los resultados obtenidos podriamos sugerir que
existe una estrecha relacion entre el dafio estructural ocasionado por el proceso
de congelacién-descongelacion del semen bovino que sufre la TP y la alteraciéon

de las proteinas que la conforman.

Dentro de las proteinas que estan siendo alteradas por el proceso de congelacion-
descongelacién en la teca perinuclear del espermatozoide bovino se encontrd
actina y distrobrevina, por lo que se sugiere realizar estudios mas profundos sobre
su dinamica y esclarecer la manera en que los dafios que éstas sufren interfieren

con otros procesos relacionados con la fertilizacibn, como la capacitacion y
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reaccion acrosomal, debido a que actina y distrobrevina se relacionan con otras
proteinas de membrana (Gonzalez-Hernandez, et al., 2001; Delgado-Buenrostro,
et al.,2005).

Evaluacién ultraestructural

Los resultados de las observaciones realizadas mediante microscopia electrénica
en semen fresco y descongelado de la TP, son consistentes con los reportados
por Martinez (2003), al manifestarse la pérdida en la continuidad de las grecas
que forman la sTP perinuclear del espermatozoide bovino de semen
descongelado, que incluso desaparecen por completo en un gran nimero de
espermatozoides. Asi mismo existe evidencia de que en otras especies el dafio
post congelacion de la TP se refleja en un aumento de STP alteradas como lo
reporta Martinez (2003,2006) en el espermatozoide del bovino y Gutiérrez (2006)

en el espermatozoide del cerdo.

Se observé que el método de extraccion de proteina empleado en el presente
estudio, resulté mas eficaz en el semen descongelado que en el fresco alun
exponiendo éste Ultimo a periodos de extraccion por mas tiempo, lo cual indica
que efectivamente el proceso de congelacién y descongelacion sensibiliza o

altera a las proteinas que conforman la teca perinuclear.

Cuantificacién del extracto proteico de la TP

La cantidad de proteina extraida de la TP del semen fresco (81.6 ug) fue menor
que en el semen descongelado (144.1 ug), lo cual concuerda con las
observaciones realizadas mediante microscopia electrénica, en las cuales se
observd que las cabezas espermaticas de semen descongelado la TP se extrajo
por completo, no asi en el descongelado, donde se observdo un pequefio

remanente de la estructura proteica de la TP.
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Viabilidad celular

El proceso de criopreservacion espermatica resulta en una reduccién de la taza de
fertilidad en comparacion con el uso de semen fresco para la inseminacion artificial
de diversas especies, lo anterior es consecuencia de la pérdida de viabilidad y
funcionalidad de la poblacidon que sobrevive a la congelacién-descongelacion
(Watson, 2000), por lo que es importante realizar un buen protocolo de
criopreservacion, para optimizar el numero de células viables pero también evaluar

la capacidad fertilizante de la poblacion espermética sobreviviente.

Existen varios métodos de evaluacion de la viabilidad del semen, y entre los que
mayormente se emplean se encuentra el uso de la tincion eosina-nigrosina; sin
embargo, al comparar los resultados obtenidos de ésta técnica contra los
obtenidos mediante la técnica de triple tincion, no sélo se encontré6 que existe
diferencia estadistica significativa (P = 0.004) en los resultados de
espermatozoides vivos de ambas, sino que ademas el uso de la triple tincidon
ofrece la posibilidad de obtener resultados mas confiables y de mayor utilidad,
como lo es el conocer el porcentaje de espermatozoides que ademas de la
viabilidad también conservan el acrosoma intacto, lo cual es un requisito absoluto
para que se de la fertilizacion (Delgado-Buenrostro, et al., 2005, Bedford et al.,
1990). Garde y col (1992) emplearon y adaptaron la técnica de triple tincion para
evaluar el semen ovino, y compararon los resultados con los obtenidos mediante
la aplicacion de otras técnicas, de lo cual concluyeron que la técnica de triple
tincion presenta ventajas sobre otros métodos de valoracion del acrosoma y puede
emplearse para evaluar la viabilidad y la integridad acrosomal de los

espermatozoides sometidos a distintos procesos de conservacion.

Los resultados apoyan a los reportados por Garde y col (1992), en cuanto a las

ventajas que ofrece la técnica de triple tincién, cuya importancia reside en que en

37



afnos recientes, evaluar el nivel de células con reaccién acrosomal después de la
criopreservacion ha sido utilizado como un parametro para evaluar la funcién
espermatica en respuesta a la criopreservacion en espermatozoides de humanos,
caninos, equinos y bovinos (Pefia, et al., 1999, 2001, 2003; Januskauskas, et al.,
2000; Rathi, et al., 2001) .

En las muestras de los eyaculados que se evaluaron en el presente trabajo se
encontrd que existe una diferencia estadistica altamente significativa en el
porcentaje de espematozoides vivos con acrosoma intacto (P= 0.000), ya que en
el semen fresco se obtuvo una media de 74.88%, contra 33.41% en el semen
descongelado, lo cual representa el 41.47% menos de espermatozoides con
capacidad fertilizante. Los resultados obtenidos difieren de los obtenidos por
Martinez (2003), quien encontr6 una disminucion en el porcentaje de
espermatozoides vivos con acrosoma intacto cercano al 20% (P<0.05). Ademas,
contrario a lo reportado por Martinez (2003), se comprobd que la técnica de
eosina-nigrosina puede ser una herramienta Gtil en la deteccion de células vivas
de semen bovino, al diluir la muestra de semen con la tincion a 35° C, evitando
que el manejo de la muestra a temperaturas menores provoguen la muerte
espermatica por shock térmico y que esto interfiera con los resultados
observados.

Auln cuando la técnica de triple tincion ofrece mayores ventajas comparada con
otras técnicas, Yy permite determinar el porcentaje de espermatozoides que a
conservan tanto la viabilidad como el acrosoma intacto, tiene el inconveniente de
no determinar el estado de capacitacion de los espermatozoides, lo cual seria
importante evaluar, puesto que los espermatozoides capacitados tienen un
promedio de vida menor y muy posiblemente no alcancen a llegar al sitio de
fertilizacion cuando sean introducidos dentro del tracto genital de la hembra

durante la inseminacion artificial.
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Lo anterior significa que el niumero de espermatozoides descongelados capaces
de fertilizar al ovocito es aun menor al 33.41% que pudo determinarse mediante

el uso de la técnica de triple tincion en el presente trabajo.

Cabe mencionar que durante la evaluacion microscopica, en varias de las
muestras ya sea teflidas mediante la triple tincidbn observadas en semen
descongelado se encontraron cabezas espermaticas sueltas, lo cual podria
indicarnos que el proceso de congelacion-descongelacion también incrementa la
susceptibilidad de los espermatozoides a ser decapitados con procesos simples
como la centrifugacion, y aun cuando en condiciones naturales los
espermatozoides no se someten a éste tipo de tratamientos, el hallazgo podria
indicarnos que existen otras estructuras citoesqueleticas del espermatozoide,
ademas de la TP que estan siendo dafiadas por el proceso de congelacion-

descongelacion.

La importancia de haber realizado las tinciones para cuantificar la viabilidad
espermatica radica en que se aseguré que todas las muestras empleadas
estuvieran dentro de los parametros minimos de calidad requeridos para el uso
de semen bovino descongelado en la inseminacion artificial y una vez garantizada
la calidad del semen se procedi6 a realizar el tratamiento de extraccion de la teca

perinuclear.
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|X. CONCLUSIONES

= El dafio observado en la teca perinuclear del espermatozoide bovino por el
proceso de congelacién-descongelacion de semen esta relacionado con
alteraciones que sufren las proteinas que la conforman.

= En espermatozoides de bovino sometidos a congelacién-descongelacion,
las proteinas de la TP son mas susceptibles al proceso de extraccién, lo
cual sugiere que dicho proceso altera a las proteinas de la TP.

= El mayor numero de bandas proteicas observadas en el extracto de la teca
perinuclear de los espermatozoides del bovino descongelados indican que
existe una clara alteracion con el posible fraccionamiento de las proteinas al
ser sometidas al proceso de congelacion-descongelacion.

= Entre las proteinas de la teca perinuclear del espermatozoide del bovino
gue estan siendo alteradas por el proceso de congelacién descongelacion
se encuentran actina y distrobrevina.

= Ademés de las proteinas de la teca perinuclear, es posible que otras
estructuras proteicas como el complejo que forma la pieza de conexion
entre la cabeza y el flagelo espermético del bovino, estén siendo dafiadas
por el proceso de congelacion-descongelacion.

= Las alteraciones sufridas por los gametos masculinos de los bovinos por el
proceso de congelacion-descongelacion resultan en una gran reduccion
tanto del porcentaje de viabilidad como de la conservacion de la capacidad
fecundante de aquellas células que logran sobrevivir a dicho proceso, como

lo muestran nuestros resultados de triple tincion.
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ANEXO

Cuadros y graficas



Grafica 1. Comparacion del numero de bandas extraidas de la teca perinuclear

del espermatozoide bovino en 8 muestras de semen fresco y descongelado.
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Cuadro 2. Comparacion de la viabilidad espermatica de semen fresco contra

descongelado mediante la tincidon de eosina-nigrosina

N Media Des Est Err Est
Viabilidad Media
Cb)
Fresco 32 74.88 10.28 1.82
Descongelado 32 41.69 8.89 1.57
Diferencia 32 33.19 8.80 1.56

95% IC para la diferencia de las medias: (30.01, 36.36)
Prueba T para la diferencia de las medias=0 (vs no=0): Valor-T
Valor-P

21.32
0.000

Prueba T para datos Pareados e Intervalo de Confianza del 95%
Fresco vs Descongelado E-N

Se encontré diferencia estadistica altamente significativa en el porcentaje de viabilidad

de espermatozoides frescos y descongelados (P=0.000).
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Gréfica 2. Comparacion del porcentaje de viabilidad espermatica en semen

fresco y descongelado, empleando la técnica de eosina- nigrosina (E-N).
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Cuadro 3. Comparacién de viabilidad espermética de semen fresco contra

descongelado mediante la técnica de triple tincion

N Media Des Est Err Est
Viabilidad Media
D)
Fresco 32 83.16 8.89 1.57
Descongelado 32 37.25 9.01 1.59
Diferencia 32 45.91 12.98 2.29

95% IC para la diferencia de la media: (41.23, 50.59)
Prueba T para la diferencia de las medias=0 (vs no=0): Valor-T
Valor-P

20.01
0.000

Prueba T para datos Pareados e Intervalo de Confianza del 95%
Fresco vs Descongelado TT

Se encontr6 diferencia estadistica altamente significativa entre el porcentaje de

viabilidad de espermatozoides frescos y descongelados (P=0.000).
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Gréfica 3. Comparacion del porcentaje de viabilidad espermatica en semen

fresco y descongelado, empleando la técnica de triple tincién (TT).
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Cuadro 4. Comparaciéon de viabilidad en semen fresco empleando las técnicas

de eosina-nigrosinay triple tincion

N Media Desv Est Err Est
Viabilidad Media
(€))
Fresco E-N 32 74.88 10.28 1.82
Fresco TT 32 83.16 8.89 1.57
Diferencia 32 -8.28 15.03 2.66

95% IC para la diferencia de la media: (-13.70, -2.86)
Prueba T para la diferencia de las medias=0 (vs no=0): Valor-T
Valor-P

-3.12
0.004

Prueba T para datos Pareados e Intervalo de Confianza del 95%
Fresco E-N vs Fresco TT

Se encontré diferencia estadistica  significativa en el porcentaje de viabilidad de

espermatozoides de semen fresco en los resultados de las tinciones de eosina-

nigrosina y la triple tincién (P=0.004).
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Gréfica 4. Comparaciéon de los resultados de viabilidad esperméatica en semen

fresco entre las técnicas de eosina-nigrosina (E-N) y triple tincion (TT).
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Cuadro 5. Comparacion de viabilidad en semen descongelado empleando

eosina-nigrosina vy triple tincion

N Media Desv Est Err Est
Viabilidad Media
(D)
Descongelado E-N 32 41.69 8.89 1.57
Descongelado TT 32 37.25 9.01 1.59
Diferencia 32 4.44 11.78 2.08

95% IC para la diferencia de la media: (0.19, 8.68)
Prueba T para la diferencia de las medias=0 (vs no=0): Valor-T
Valor-P

2.13
0.041

Prueba T para datos Pareados e Intervalo de Confianza del 95%
Descongelado E-N vs Descongelado TT

Existe diferencia estadistica significativa en el porcentaje de viabilidad de

espermatozoides de semen descongelado en los resultados de las tinciones de
eosina-nigrosina y la triple tincién (P=0.0 41).
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Gréfica 5. Comparacién de los resultados de viabilidad esperméatica en semen

descongelado entre las técnicas de eosina-nigrosina (E-N) y triple tincion (TT).
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Cuadro 6. Comparacion de espermatozoides vivos con acrosoma en semen

fresco y descongelado

N Media Des Est Err Est
) Media
Vc/aF 32 74.88 11.18 1.98
Vc/aD 32 33.41 7.37 1.30
Diferencia 32 41 .47 12.19 2.15

95% IC para la diferencia de la media: (37.07, 45.86)
Prueba T para la diferencia de las medias=0 (vs no=0): Valor-T= 19.25
Valor-P= 0.000

Prueba T pareada e IC: Vc/aF, Vc/aD

Los resultados de la triple tincién indican que existe diferencia estadistica altamente
significativa en el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma entre las

muestras de semen frescoy descongelado (P=0.0 41).
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Gréfica 6. Comparacion del porcentaje de espermatozoides vivos con
acrosoma intacto en semen fresco y descongelado empleando la técnica de

triple tincion (TT).
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Cuadro 7. Compararacion de espermatozoides vivos sin acrosoma en semen

fresco y descongelado

N Media Des Est Err Est

() Media

Vs/aF 32 8.75 11.18 1.98
Vs/aD 32 3.84 3.55 0.63
Diferencia 32 4.91 12.92 2.28

95% IC para la diferencia de la media: (0.25, 9.56)
Prueba T para la diferencia de las medias=0 (vs no=0): Valor-T= 2.15
Valor-P= 0.040

Prueba T pareada e IC: Vs/aF, Vs/aD

Los resultados de la triple tincion indican que existe diferencia estadistica
significativa en el porcentaje de espermatozoides vivos sin acrosoma entre las

muestras de semen frescoy descongelado (P=0.0 40).
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Gréfica 7. Comparacion del porcentaje de espermatozoides vivos sin

acrosoma en semen fresco y descongelado empleando la técnica de triple

tincion (TT).
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