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l.- RESUMEN

El objetivo de este estudio fue conocer si ocurre ubiquitinaciéon en las proteinas
de la membrana plasmatica de los espermatozoides de conejo durante su
transito por el tracto reproductor de la hembra, para lo cual se utilizaron conejos
Nueva Zelanda blancos (4 machos y 5 hembras) ambos sexualmente maduros
con fertilidad probada y una edad de entre 12-24 meses, a los machos se les
realizo un espermograma clasico, donde se valoro porcentaje de
espermatozoides vivos, movimientos progresivos y concentracion, a las
hembras se les dio monta natural y 5 horas después se sacrificaron por
dislocacion cervical. Se diseco el tracto reproductor y se ligo con hilo de
algodon cada una de las tres regiones anatémicas vagina, Utero y oviducto, se
les realizo un lavado con solucibn PBS y se cuantifico el total de
espermatozoides en cada regién. Los resultados obtenidos fueron: en la vagina
se encontré un total de 42 + 15 X10°, en el Gtero 12 + 8 X10° y en oviducto 0.70
+0.10 X10° y el porcentaje de espermatozoides con proteinas ubiquitinadas se
cuantifico mediante la técnica inmunoensayo (SUTI) usando el anticuerpo Ub
(P4D1), para lo que se utilizo un microscopio de fluorescencia. Dentro de los
resultados obtenidos no se encontrd diferencia estadistica significativa con
(P<0.05) en el porcentaje de espermatozoides ubiquitinados en las diferentes
regiones anatomicas del tracto reproductor de la coneja, sin embargo si se
encontré una diferencia en el patron de fluorescencia de los espermatozoides
ubiquitinados, el patron de fluorescencia encontrado en los espermatozoides
ubiquitinados en la vagina fue una fluorescencia de la parte media, en el Gtero y
oviducto se encuentro la fluorescencia en la parte media asi como en la parte

del acrosoma en su porcion anterior.

Palabras clave: Ubiquitina, espermatozoide, proteina, capacitacién
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Il.- ABSTRACT

The aim of this study was to determine if it happens ubiquitin proteins in the cell
membrane of rabbit sperm during its transit through the female reproductive
tract, which used New Zealand white rabbits (4 males and 5 females) both
sexually mature with proven fertility and age between 12-24 months, the males
are espermograma underwent a classic, which | appreciate percentage of live
sperm cells, progressive movements and concentration, females were given
natural and 5 hours later were slaughtered by cervical dislocation. We dissected
the reproductive tract and is linked with cotton yarn each of the three regions
anatomical vagina, uterus and oviduct, it underwent a washing solution with
PBS and quantified the total number of sperm in each region. The results were
in the vagina was found a total of 42 + 15 x106, in uterus 12 + 8 x106 and x106
oviduct 0.70 +0.10 and the percentage of sperm proteins with ubiquitin is
measured by immunoassay technique (SUTI) using antibody Ub (P4D1), which
is using a fluorescent microscope. Within the results were not found
significant statistical difference (P <0.05) in the percentage of sperm ubiquitin in
different anatomical regions of the reproductive tract of the rabbit, but if they
found a difference in the pattern of fluorescence of sperm ubiquitin, the pattern
of fluorescence found in ubiquitin sperm in the vagina was a fluorescence of the
middle part, in the uterus and oviduct will encounter fluorescence in the middle

as well as part of the acrosome in its portion above.

Key words. Ubiquitin, esperm, protein, capacitation



lll.- INTRODUCCION

Estudios recientes sobre la eliminacion de los espermatozoides defectuosos o con
alteraciones no visibles al microscopio Optico y que recaen en modificaciones a las
proteinas de superficie, proponen que éstos son eliminados por un mecanismo
fisiolégico que marca a las proteinas alteradas con ubiquitina (Ub) para su
posterior eliminacion, a este mecanismo se le conoce como ubiquitinacion, el cual
ocurre en diversos eventos biolégicos y sistemas celulares, entre los que se
incluyen al epitelio del uUtero y oviducto durante la menstruacién (Bebington et al.,
1999a, 2000b), asi como en el espermatozoide; fenbmeno que puede ser tomado
como un indicador de la integridad espermatica. En varias especies de mamiferos
incluyendo el humano, la infertiidad en el macho ha sido asociada con un
contenido mas alto de ub en las proteinas de la membrana plasmatica del
espermatozoide (Sutovsky et al., 2001a, b). Las proteinas parecen ser marcadas
por ubiquitina secretada por el epitelio epididimario (Santamaria et al., 1993; Fraile
et al.,, 1996) y se unen de manera preferencial a la superficie de los
espermatozoides que presentan algun defecto (no siempre detectado por un
espermograma) (Sutovsky et al., 2001b), y al parecer cuando estos pasan por el
cuerpo y cola del epididimo estos son fagocitados por las células claras del epitelio
epididimario (Hermo et al., 1988). Aunque, no se conoce con precision la
participacion del proceso de ubiquitinacion en las diferentes etapas del desarrollo
espermatico, se tienen algunas evidencias de su participacion en la

gametogénesis (Baarends et al., 1999b) asi como en muchos otros procesos.

Sutovsky et al., 2001b demostré que los espermatozoides defectuosos de toros
domésticos, ganado salvaje (bafalos y gaur), monos reshus, humanos y ratones
presentan un alto indice alto de ubiquitinacion en su superficie. Al parecer un
abrupto incremento en el nimero de espermatozoides ubiquitinados durante su
paso entre la rete testis a la cabeza del epididimo (Sutovsky et al., 2001b). La
ubiquitina se expresa en el epitelio epididimal y se acumula en la corteza de las

microvellosidades, un sitio que posee propiedades de secrecion apocrina de



proteinas. Esto permite suponer que la ubiquitinacion de las proteinas de la
superficie del espermatozoide pueda ser el medio de inmovilizacion y/o
reabsorcion de espermatozoides defectuosos durante su paso por el epididimo.
Ademas, como el mecanismo propuesto sefiala que un cierto porcentaje de
espermatozoides ubiquitinados o defectuosos estén presentes en el eyaculado, la
presencia de ubiquitina en la superficie de los espermatozoides podria ser un
excelente marcador de calidad de semen tanto en humanos como en animales
(Sutovsky et al., 2001b). Para el establecimiento de la ubiquitina como un
biomarcador de infertilidad humana, Sutovsky et al., (2004), realizaron un estudio
en el cual examinaron la relacién entre el contenido de ubiquitina en los
espermatozoides y los paradmetros clasicos de un espermograma de varones de
una poblacion clinicamente infértil por diferentes etiologias. Para lo cual utilizaron
un anticuerpo anti ubiquitina de humano (KM691), y. Este grupo encontrd que los
pacientes infértiles (n=28) mostraron valores altamente significativos de
espermatozoides ubiquitinados. Concluyendo que el incremento en la
ubiquitinizacion estd inversamente relacionado con la cuenta espermatica, la
motilidad y el porcentaje de anormalidades morfolégicas. Estos resultados
sustentan el uso de la ubiquitina como un biomarcador de calidad del semen

humano y sugieren su uso en otras especies. (Sutovsky et al., 2004).

IV.- ANTECEDENTES

La fecundacién en los mamiferos depende de que la estructura y funcionalidad de
los gametos participantes sea adecuada. Esto estad garantizado a varios niveles.
Incluyéndose la seleccion de los espermatozoides capacitados por el vitelo del
ovocito durante la fecundacion, asi como una preseleccién tanto del

espermatozoide como del ovocito antes de su liberacién desde las gbénadas.

La infertilidad del macho esta asociada, a defectos en la membrana del
espermatozoide, factores ambientales y genéticos, asi como a un contenido de

proteinas en la membrana plasmatica, que son detectadas por anticuerpos anti-



ubiquitina. Estas proteinas que son marcadas por ubiquitina parecen ser
secretadas por el epitelio epididimario y se unen de manera preferencial a la
superficie de los espermatozoides que presentan algun defecto (no siempre
detectado por un espermograma) y al parecer cuando estos pasan por el cuerpo y
cola del epididimo algunos de estos son fagocitados por las células epiteliales del
epididimo (Sutovsky et al., 2004).

1.- El espermatozoide maduro

La estructura basica de los espermatozoides maduros ha sido dividida en tres
regiones altamente especializadas (ver figura 1). La Cabeza, representa la parte
mas voluminosa y anterior de la célula. Esta directamente involucrada en los
mecanismos de interaccibn entre espermatozoide y ovocito durante la
fecundacion. En la cabeza se encuentran el nucleo y el acrosoma contiene y poco
citoplasma ElI acrosoma es una vesicula compleja que contiene enzimas
hidroliticas, necesarias para la penetracion de la zona pelucida (ZP) del ovocito
por el espermatozoide. La pieza media, en la cual se localizan las mitocondrias,
encargadas de la produccion de energia. El flagelo, que le da la movilidad (Frits et
al., 2000).

Figura 1. Estructura basica de los espermatozoides maduros

Hagelo o Cola Pieza Media Cabeza

Olivera et al., 2006



2.- Membrana plasmatica del espermatozoide.

La membrana plasmatica del espermatozoide se caracteriza por estar subdividida
en regiones bien delimitadas a pesar de la reconocida capacidad de la membrana
plasmatica para la migracion lateral de proteinas y lipidos. Estas regiones
denominadas dominios difieren notablemente en composicion y funcion. (Figura 2)
(Frits et al., 2000).

La membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide esta dividida en un
dominio acrosomal (region anterior de la cabeza) y en un dominio postacrosomal
(region posterior a la cabeza). EI dominio acrosomal puede ser subdividido en
segmento marginal (segmento apical, banda anterior y/o aro periférico), dominio
gue se encuentra sobre el area del acrosoma que sobresale de la region nuclear,
segmento principal (segmento acrosomal) dominio localizado por encima de la
mayor porcion del acrosoma y dominio ecuatorial (acrosomal posterior) ubicado en
los limites entre la parte posterior del acrosoma y la llamada regidon posacrosomal.
El dominio marginal y el segmento principal, a menudo son referidos como
acrosoma anterior o como capa anterior. Estos dos dominios estan separados por
una media luna central en el caso de espermatozoides de cobayo y posiblemente
de otras especies (Yanagimachi, 1994; Frits et al., 2000).

Figura 2. (a) Principales componentes (b) dominios del espermatozoide maduro
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a) b) Frits et al., 2000



Los principales componentes del espermatozoide son la cabeza, pieza media y
cola, en la cabeza se encuentra la membrana plasmaética, la acrosomal externa, la
acrosomal interna, el acrosoma, la cubierta nuclear y el nlcleo. La membrana
plasmatica del espermatozoide se caracteriza por estar organizada en dominios y
los principales dominios son: la region apical, la pre ecuatorial, ecuatorial, post

ecuatorial, anillo posterior, pieza media, anillo anular y flagelo (Frits et al., 2000).

La membrana plasmatica del espermatozoide estd compuesta de colesterol,
glicolipidos, altas cantidades de plasmaldgenos, fosfolipidos y otros lipidos de
cadena alifatica poliinsaturada. Los fosfolipidos forman las dos terceras partes del
total de los componentes lipidicos de la membrana plasmatica del
espermatozoide. Los esteroles son los segundos lipidos mas abundantes en el
espermatozoide (Frits et al., 2000). Estudios realizados por crio fractura muestran
gue en los espermatozoides de cobayo y de toro, la cantidad de esterol en la parte
anterior del acrosoma es 4 veces mayor que la encontrada en la region
postacrosomal. Aunque el sulfato de colesterol es una pequefia parte del esterol
total, es un componente importante en el dominio acrosomal de la membrana

plasmatica del espermatozoide humano (Yanagimachi, 1994).

La relacion fosfolipidos / proteina de la membrana plasmatica del espermatozoide
de cerdo es de 0.68 en base al peso, sugiriendo que la cantidad de proteinas y
lipidos en la membrana es aproximadamente la misma, aunque es posible que la
relacion proteina / lipidos en varios dominios de la membrana plasmatica del

espermatozoide sea diferente. (Yanagimachi, 1994; Frits et al., 2000).

Aunque hay variacion considerable entre las diferentes especies de mamiferos, la
membrana plasmatica contiene en promedio 70% de fosfolipidos, 25 % de lipidos
neutros y 5 % de glicolipidos (en base molar) (Mann y Litwak-Mann, 1981; Frits et
al., 2000).

Los fosfolipidos pueden ser divididos en dos grupos: glicerofosfolipidos y
esfingolipidos. Los glicerofosfolipidos varian en estructura molecular porque la

cabeza de su grupo polar es diferente, en la posicion sn-3 del esqueleto del



glicerol. Cada clase de fosfolipido contiene diferentes cadenas alifaticas tales
como acil, alquil, alquenil, que pueden estar unidas a la posicion sn-1 o sn-2 del
esqueleto del glicerol (Parks y Hammerstedt, 1985). Las concentraciones de
fosfolipidos en la membrana plasmatica de las células espermaticas, son
generalmente comparables a los de las membranas plasmaticas de las células
somaticas. Por ejemplo, el espermatozoide humano contiene una relacion
porcentual de 50 de fosfatidilcolina, 30 de fosfatidiletanolamina, 12.5 de
esfingomielina, 3 de fosfatidilserina, 2.5 de cardiolipina y casi 2 de fosfatidilinositol.
Por el contrario, la composicion estructural de especies moleculares de
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, asi como de otros fosfolipidos, es
considerablemente diferente entre los espermatozoides y las células somaticas
(Frits et al., 2000). La posicion sn-2 del esqueleto del glicerol de los fosfolipidos
espermaticos constituye una de las diferencias mas notables en cuanto a la
esterificacion con &cidos grasos poli insaturados de cadena larga (casi
exclusivamente acido docosahexaendico 22:6 y acido docosapentaendico, 22:5),
ademas en la posicidon sn-1 contienen predominantemente cadenas alifaticas
saturadas de 16 atomos de carbono de los cuales casi el 55 % esta unido a un
vinileter (plasmenilcolina o plasmeniletanolamina) y 25 % con un grupo alquilo
saturado (fosfatidilcolina o fosfatidiletanolamina) (Evans et al., 1980; Brouwers,
1998), solo el 20 % de la fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina contienen en el sn-
1 un enlace de tipo éster con un acido graso. Durante la capacitacion la cantidad
de fosfatidilcolina pueden aumentar debido a la metilacion de Ila

fosfatidiletanolamina (Frits et al., 2000).

Existen variaciones entre espermatozoides de diferentes especies, en cuanto a la
concentracion de lipidos neutros que componen su membrana plasmatica, incluso
hay diferencias entre espermatozoides del mismo individuo. El principal
componente que varia, es el colesterol. EI espermatozoide humano contiene una
alta concentracién de colesterol (40% del total de lipidos en base molar), sin
embargo el cerdo contiene mucho menor cantidad (22% del total de lipidos base

molar). Ademas de colesterol, el demosterol, sulfato de colesterol y ésteres de



colesterol también estan presentes en la membrana (Mann y Lutwak-Mann, 1981;
Frits et al., 2000).

3. EL PASO DE LOS ESPEMATOZOIDES POR EL TRACTO REPRODUCTOR
DE LA CONEJA.

El transporte de los espermatozoides a traves del tracto reproductor femenino y
mas especificamente durante el transito por el Utero y oviducto, es un proceso
complejo. Durante la inseminacion natural o artificial en la mayoria de los
mamiferos, millones de espermatozoides son depositados en la vagina o utero
dependiendo de la especie, con la comitiva de fertilizar uno o varios ovocitos
(Suarez y Pacey, 2006). En algunas especies los espermatozoides pueden
permanecer viables por dias como en el caso de la yegua, vaca y cerda o incluso
meses en algunas especies de murciélagos. En el humano hay evidencias de que
la fertilizacion ocurre en el transcurso de los cinco dias después de la ovulacién
(Wilcox et al., 1995). Dentro del tracto reproductor de la hembra los
espermatozoides estan expuestos a diversos dafios debidos en primera instancia
a las contracciones uterinas y en segunda, las defensas del sistema inmune por
constituirlos como cuerpos (Menge y Edwards, 1993). Asi los espermatozoides
deben de mantener su fertiliad a pesar de estos obstaculos. De tal forma que de
los millones de espermatozoides depositados durante el apareamiento, solo unos
miles llegan al oviducto, y normalmente, solo un espermatozoide fertiliza un

ovocito (Suarez y Pacey, 2006).

En la coneja, la deposicién del semen induce una invasion de neutrofilos que toma
tiempo para llegar a un nivel efectivo dentro de la vagina. Si bien a pesar de los
leucocitos, que pueden fagocitar incluso espermatozoides. En estudios anteriores
la recuperacién de espermatozoides en la coneja después de 3-24h postmonta en
la vagina (Phillips y Mahler, 1977a,b). Sin embargo Overstreet et al., 1978

encontraron ya localizados miles (20.000) de espermatozoides se en oviducto.



3.1. Transporte a través del cervix

Dentro del cervix por el contrario el moco cervical si representa una barrera para
espermatozoides anormales, debido a que presentan un pobre perfil hidrodinamico
en comparaciéon con los espermatozoides que tienen adecuada motilidad y un
movimiento vigoroso; asi este puede ser considerado como un medio de seleccion

de los espermatozoides (Hanson y Overstreet, 1981; Barros et al., 1984).

Al igual que la vagina, el cervix puede presentar una respuesta inmune. En la
coneja y en la mujer la inseminaciéon de los espermatozoides estimula la migraciéon
de leucocitos, particularmente neutrofilos y macrofagos dentro del cervix. (Tyler,
1977; Pandya y Cohen, 1985).

En la coneja se encuentra una infiltracion cervical dentro de la media hora
después de la monta o inseminacion artificial (Tyler, 1977), a pesar de esta
respuesta mediada por leucocitos y neutrofilos, los espermatozoides pueden
migrar a través del moco cervical, por lo que los leucocitos no representan una
respuesta significativa para los mismos (D' Cruz et al., 1992), y se ha propuesto
que los leucocitos sirven solamente como proteccion contra microorganismos que

pudieran acompaifian a los espermatozoides (Suarez y Pacey, 2006).

3.2. Transporte a través del utero

Este transporte se da principalmente por las contracciones del musculo liso del
miometrio las que son incrementadas durante la fase folicular. En la mujer estas
contracciones ocurren durante el periodo pre ovulatorio y son limitadas a la capa
del miometrio localizada por debajo del endometrio, en contraste a las
contracciones que ocurren durante la menstruacién, donde se involucran todas las
capas del miometrio (Lyons et al., 1991; de Ziegler et al., 2001). De acuerdo a
investigaciones realizadas con ratas macho vasectomizadas las contracciones

pueden ser estimuladas por los componentes del liquido seminal (Crane y Martin



en 1991). Claus,1990 indica que en verracos los estrogenos contenidos en el

plasma seminal incrementan las contracciones miométricas.

El transporte rapido de espermatozoides en el Gtero, por la actividad miométrica,
puede incrementar a la supervivencia de los espermatozoides al ayudar a los a

pasar las defensas inmunoldgicas de la hembra.

Como en el caso de la vagina y cervix, la monta en la cavidad uterina induce una
infiltracién leucocitaria, (leucocitos y neutrofilos) llegando a su punto maximo

después de varias horas del apareamiento. (Suarez y Pacey, 2006).

Cuando entran los primeros espermatozoides al Utero, estos son mas numerosos
que los leucocitos. Con el paso del tiempo, los leucocitos llegan a ser mas
numerosos que los espermatozoides. En este momento como los
espermatozoides han perdido la proteccion que les da el plasma seminal son mas
susceptibles al ataque por los leucocitos. Por lo que es importante que su paso a
través de la cavidad uterina ocurra antes de que un numero importante de

leucocitos arribe (Suarez y Pacey, 2006).

3.3.- Transporte a través de la unién uterotubal

Esta unidn presenta barreras anatémicas vy fisioldgicas asi como una mucosa al

paso de espermatozoides en la mayoria de los mamiferos.

La entrada es muy sencilla en el ser humano; mientras que en otros mamiferos
conejos, vacas, cerdos, y otras especies es complicada, por pliegues y la mucosa,
esta disposicion de los pliegues parece disefiada para atrapar a los

espermatozoides para evitar su trancito. (Wrobel et al., 1993).

3.4.- Transporte a través del Oviducto

Cuando los espermatozoides atraviesan la union Gtero tubal y entran al conducto

inicial del oviducto (istmo), estos son atrapados y retenidos en un reservorio



(Yanagimachi y Chang, 1963) quienes fueron los primeros en describir un
reservorio de espermatozoides en el hamster posteriormente en especies como el
ratbn (Suarez, 1982), conejos (1973; Overstreet et al., 1978), vacas (Hunter y
Wilmut, 1984), cerdos (Hunter, 1981) y oveja (Hunter y Nichol,1983), por lo que el
oviducto provee un refugio para los espermatozoides. A diferencia de la vagina,
cervix y Gtero, y asi poder mantener la fertilidad de los espermatozoides hasta la
ovulacion. Se ha propuesto también que el almacenamiento de los
espermatozoides en el istmo sirve para prevenir la polispermia al momento de la
fecundacion, para poder permitir que solo unos pocos espermatozoides lleguen a

tiempo de la llegada del ovocito a la &mpula.

En los mamiferos estudiados la union del espermatozoide esta sobre radicales de
carbohidratos en el epitelio. Estos sitios de unién fueron localizados en la parte
acrosémica de los espermatozoides, que es la region en la que los
espermatozoides se unen al epitelio (DeMott et al., 1995), recientemente Reeve et
al. (2003) han implicado la secuencia de aminoacidos Arg-Gly-Asp en

espermatozoides unidos al istmo pero no al epitelio ampular.

4.- CAPACITACION ESPERMATICA

La superficie de los espermatozoides maduros presenta regiones con diferentes
propiedades bioquimicas y/o funcionales que participan especificamente en
eventos como la capacitacion y la reacciéon acrosomal (RA). Para que estos
procesos puedan efectuarse se requieren de las modificaciones o rearreglos de
estas regiones membranales, que se llevan a cabo durante la capacitacién
(Langlais y Roberts, 1985).

En los mamiferos los espermatozoides experimentan una serie de cambios antes
de que adquieran su capacidad para fertilizar. Estos cambios se conocen como
capacitacion y reaccién acrosomal, la capacitacion espermatica es una serie de
cambios bioquimicos que se manifiestan en la membrana plasmatica (MP) del

espermatozoide, y que preparan a la célula para la RA, estos mismos cambios

10



también pueden provocarse in vitro utilizando numerosas condiciones
experimentales (Brackett y Oliphant., 1975; Rosado, 1988; Marina, 2001; Avalos-
Rodriguez et al., 2004).

Durante la incubacion in vitro de los espermatozoides se producen modificaciones
fisicas y bioquimicas en la MP, que han sido relacionadas con los cambios que
supuestamente ocurren durante la capacitacion in vivo, por ejemplo: la presencia
de un patron caracteristico de movilidad espermatica (hiperactivacion) asociado
con la etapa final de la capacitacion; la activacion del metabolismo energético y de
todos sus sistemas enzimaticos (Rogers y Perreault., 1990, Aitken et al., 1995); la
eliminacién o modificacion de algunos componentes superficiales absorbidos o
integrados en la MP durante la maduracién epididimaria y/o por contacto con el
plasma seminal, que actian como factores descapacitantes (Oliphant et al., 1985,
Drisdel et al., 1995); la disminucion de la carga neta negativa superficial,
aparentemente por la eliminacion de &acido sialico y de algunos compuestos
sulfatados (Lassalle y Testart., 1994); modificaciones en la conformacion de las
proteinas propias de la membrana (Yanagimachi, 1994); cambios en la
permeabilidad membranal a los iones, principalmente al Ca** (Baldi et al.,1991,
Chavarria et al.,1996 y Yanagimachi, 1982), al Na* (Chavarria et al.,1996; Fraser,
1994; Hyne et al., 1984), al K" (Chavarria et al., 1996 y Rogers et al., 1981) y a los
protones (Ashraf et al., 1982).

La necesidad de la presencia de Ca®* en el medio extracelular, para la induccion
de hiperactivacion del espermatozoide, ha quedado demostrada en el cobayo, el
ratén y el hamster; ya que su incubacién en medios desprovistos de Ca®", no les
permite mostrar los movimientos tipicos de ese patrén de movilidad, pero cuando
se agregan concentraciones adecuadas de Ca®" (2.5 mM), los espermatozoides
inician casi inmediatamente las modificaciones en la movilidad que caracteriza la

hiperactivacion (Fraser et al., 1993, Yanagimachi, 1982).

Los espermatozoides eyaculados se pueden unir a la ZP del ovocito s6lo después

de haber sido activados en el tracto reproductor femenino (Fraser, 1998). La
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activacion del espermatozoide (capacitacion), es un evento complicado y a pesar
de que ha sido estudiada aun no se tiene un conocimiento preciso de los
mecanismos que ocurren de manera fisiolégica. Los cambios a nivel de la MP del
espermatozoide que se inducen durante la capacitacion tienen que ver con la
aceleracion de su metabolismo, modificacion del patron de movilidad y el aumento

en la afinidad por la ZP (Harkeman et al., 1998).

En diferentes especies de mamiferos se han identificado cambios caracteristicos
en la movilidad espermatica asociados con la etapa final de la capacitacion y el
disparo de la RA, tanto in vivo como in vitro: estos cambios en el patron de
movilidad se conocen genéricamente con el término de “hiperactivacion”, proceso
descrito por primera vez en el hdmster (Austin, 1957) y evidenciado después en
numerosas especies. Durante la capacitacion y antes de comenzar la RA, los
espermatozoides adquieren un movimiento vigoroso, caracterizado por un
aumento en la frecuencia y en la amplitud de movimientos del flagelo lo que le
proporciona un gran empuje para avanzar a través del tracto reproductor de la
hembra, en busca del ovocito (Gafo y Garde, 1994). La movilidad espermatica es
considerada como uno de los parametros importantes en el proceso de
fertilizacion, ya que participa tanto en el transporte de los espermatozoides hasta
la region del &mpula, como durante la interaccién de los gametos y los eventos
previos a la fusion de los mismos. El primer cambio en el patrén de movilidad que
se observa in vitro coincide con la eliminacién del plasma seminal (Vega et al.,
2002). Durante la capacitacion se ha encontrado una disminucion en la cantidad
de colesterol y una disminuciéon en la relacion molar colesterol/fosfolipidos (c/f)
(Ren et al., 2001; Quill, et al., 2003).

Langlais, et al., 1981, propusieron un mecanismo para explicar el proceso de la
capacitaciéon y confirman que los medios capacitantes actlan induciendo la
liberacion de colesterol de la membrana del espermatozoide, lo cual provoca una

disminucién en la relacién c/f y un aumento de la permeabilidad de la membrana,
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particularmente para Ca?*. El Ca®" extracelular es requerido para completar la

capacitacion, acontecimiento que preceden a la RA (Fraser, et al., 1993).

Existen evidencias que durante y después de la eyaculacion algunos
componentes del plasma seminal (glicoproteinas, polipéptidos, proteinas) se fijan
firmemente en la superficie de los espermatozoides inhibiendo su capacidad
fertilizante (Yanagimachi, 1994). Aparentemente estos factores descapacitantes
actian en la MP bloqueando receptores, grupos funcionales, enzimas,
mecanismos o canales de intercambio ionico. Entre sus funciones se incluyen la
proteccion de la integridad de los espermatozoides durante su estancia en el
ambiente vaginal, asi como la inhibicion de la RA en regiones del aparato genital

femenino que no son las apropiadas (Yanagimachi, 1994).

El NaHCO3 juega un papel importante en la induccidén de capacitacion in vitro de
las células espermaticas (Visconti et al., 1995). En los espermatozoides de cerdo,
el NaHCO; modifica la superficie de la MP, incrementa el desorden lipidico
(Harrison., 1996), aumentando la afinidad de unién hacia la ZP (Harkeman et al.,
1998) y el movimiento de transporte de fosfolipidos en la bicapa de la region apical
del espermatozoide (Gadella y Harrison., 2000, 2002). También se ha visto que el
fluido oviductal y los medios para fertilizacion in vitro (IVF) contienen altos niveles
de NaHCOg3; (humano IVF+- 24 mM), (de Vries et al., 2003).

Se ha encontrado que el NaHCOj3; directamente activa a la adenilato ciclasa (AC)
e induce la formacion del adenosin monofosfato ciclico (CAMP), el cual a su vez
activa a la proteina cinasa A (PKA) (Chen et al., 2000), esta cascada de

sefalizacion modifica la arquitectura de la MP del espermatozoide.

Es decir el papel del cAMP como segundo mensajero es activar a PKA induce la
fosforilacién de proteinas celulares especificas en el espermatozoide del verraco.
Esta cascada de sefalizacion esta involucrada en la activacion de los movimientos
transmembranales por estimular la exposicion de los aminofosfolipidos (Chen et
al., 2000, Gadella y Harrison, 2000 y 2002).
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Por otra parte, las proteinas de membrana, por regla general, no sobresalen
desnudas al exterior celular sino que estdn cubiertas por carbohidratos. Los
carbohidratos se encuentran en forma de cadenas de oligosacaridos unidas
covalentemente a las proteinas de membrana (glicoproteinas) y a lipidos
(glicolipidos). El término cubierta celular o glicocalix se utiliza para describir la
zona de la superficie celular rica en carbohidratos (Alberts et al., 2002). El
glicocalix es importante en la comunicacion intercelular de los gametos, este
también forma parte de la capa extracelular de la superficie del espermatozoide.
Se menciona que la polarizacién natural del glicocalix podria ser relevante para la
organizacion de las moléculas de la MP, a través de las cadenas de carbohidratos

que estan en contacto directo con las proteinas integrales y los glicolipidos.

El glicocalix se altera durante la capacitacion del espermatozoide, como fue
mostrado por estudios con lectinas (Yanagimachi, 1994). La redistribucion de
glicolipidos durante la capacitacion se atribuye a la liberacion de factores
descapacitantes (Adeoya-Osiguwa y Fraser, 1993) y otros factores que se unen a
la MP (Topfer-Petersen et al., 1998). Se ha establecido que la eliminacion de los
factores descapacitantes inducen la actividad de tirosin cinasa en proteinas

transmembranales (Yanagimachi, 1994).

5.- SISTEMA DE DEGRADACION POR UBIQUITINA

En el sistema de degradacién participan diferentes componentes como ubiquitina,

enzimas E1, E2, E3 y proteosomas (ver figura 3).

La ubiquitina (Ub) es una proteina de 76-residuos de aminoacidos (Schlesinger et
al., 1975) ésta posee una de las secuencias mas conservadas entre las especies
(Jentsch et al.,, 1991). La estructura globular y compacta de la Ub la puede
proteger de la proteolisis durante la degradacion de las proteinas ubiquitinadas,
mientras su carboxilo terminal, se extiende desde el cuerpo de la proteina, lo que

permite su interaccion con las proteinas blanco (Viijay-Kumar et al., 1987).
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Para que los proteosomas puedan degradar a las proteina es necesario que a
dicha proteina blanco se le adhiera una cadena multiple de Ub. La ubiquitinacién
es un proceso multienzimético que genera un enlace isopeptidico entre el grupo
alfa carboxilo terminal de la glicina de la Ub y el grupo amino de una lisina de la
proteina blanco (Chau et al., 1989; Ciechanover et al., 2000). Adicionalmente
pueden formarse enlaces isopeptidicos Ub-Ub entre el carboxilo terminal de otra
Ub y el grupo amino (lisina 48) de la Ub unida. Esto puede continuar hasta que se

forma una cadena de mas de 20 unidades (Hershko y Ciechanover et al., 1998).

La ubiquitinacion comienza con la activacion de la Ub dependiente de ATP, para
formar el complejo Ub-adenilato—E1, donde la enzima El1 es una enzima
activadora de Ub (UbA) (Ciechanover et al., 1982). La ubiquitina es después
transferida hacia un residuo de cisteina en la enzima E1 para formar un complejo

enzima—Ub-tiol-éster (Haas y Rose., 1982).

La Ub activada es después transferida a un sitio activo de residuos de cisteina
dentro de la enzima E2 (también conocida como Ub transportadora/conjugadora o
enzima UbC: (Hershko et al., 1983; Haas y Rose, 1982; Jentsch et al., 1990). En
contraste a las enzimas E1, existen varios tipos de enzimas E2 dentro de cada
célula (Hershko et al., 1983; Pickart y Rose, 1985; Sung et al,. 1990). Todas las
enzimas E2 conocidas, poseen la secuencia homéloga UbC, la cual contiene un
residuo de cisteina esencial para su actividad (Jentsch et al,. 1990; Sung et al,.
1990). La ubiquitina pasa de la enzima E2 a la proteina blanco directamente o

mediante una tercer enzima.

Las enzimas E3 (Ub unidn/reconocimiento) no siempre son necesarias para la
ubiquitinacion, al menos in vitro, especialmente si la enzima E2 es especifica para
el sustrato (Ciechanover et al., 1982); se ha postulado que pueden existir una gran
variedad de enzimas E3, cada una con un sustrato especifico. Algunas enzimas
E3 pueden unirse al mismo tiempo a la enzima E2 y a la proteina blanco y
promover la transferencia de la Ub, formando asi la unién isopeptidica con la

proteina blanco. Sin embargo, algunas enzimas E3 estan directamente
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involucradas en la transferencia de Ub, a través de la aceptacién de Ub desde una
enzima E2 para formar un enlace tiol-éster y comenzar la donacion a la proteina
blanco (Hershko y Ciechanover; 1998). Recientemente, se han descubierto
factores adicionales involucrados en la formacion de cadenas de multi-Ub en las

proteinas blanco (enzimas E4) (Koegl et al., 1999).

5.1.- Reconocimiento del sustrato

La presencia de un residuo de lisina es necesaria, pero no suficiente para la
ubiquitinizacion de las proteinas blanco. Ademas parece ser que las proteinas
deberan contener un “DEGRON” (sitio)) o una marca la es reconocida por
elementos del sistema Ub (Varshavsky, 1991), para que ocurra la ubiquitinizacion.
Uno de los “DREGON?”, podria ser el residuo amino terminal de la proteina
(Hershko et al., 1984; Bachmair et al., 1986)

El proteosoma 26S es un complejo de proteasas citosolico y nuclear, que degrada
proteinas ubiquitinadas (Hough et al., 1987; Ganoth et al., 1988). El proteosoma
26S consiste de un centro catalitico muy particular llamado proteosoma 20S que
consta de 4 anillos empaquetados, de 7 subunidades cada uno y es cubierto en
uno o ambos extremos por un complejo regulador 19S, que le confiere
especificidad para los sustratos ubiquitinados en el proteosoma. Mientras que este
se encarga de la degradacion de proteinas ubiquitinadas (Voges et al., 1999).
Después de la proteolisis de la proteina blanco, la Ub monomerica es liberada por
la accion de isopeptidasas especificas conocidas como hidrolasas C-terminal
(Matsui et al., 1982; Wilkinson et al., 1989). Diferentes miembros de esta clase de
enzimas generan monomeros de Ub a partir de sus precursores y pueden ser
también importantes en la desubiquitinacion de las proteinas, que han sido
errbneamente marcadas o en la remocion de moléculas de Ub de los sustratos
estables cuando esta modificacion no es necesaria (Hershko y Ciechanover,
1998).
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Figura. 3 Esquema para mostrar la degradacion de una proteina blanco por el

proteosoma
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(Voges et al., 1999).

La proteina blanco es primero conjugada con cadenas de ubiquitina involucrandose a la
enzima E1, activadora de ubiquitina, la enzima EZ2, transportadora, y la enzima E3
reconocedora. Después o durante la degradacion por el proteosoma 26S, las cadenas de
ubiquitina se liberan de la proteina blanco y estas cadenas libres de ubiquitina se
desensambla por las enzimas desubiquitinisadoras UCHs y UBPS.

V.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La presencia de espermatozoides eyaculados que se marcan con ubiquitina,
detectados mediante la prueba de inmunoensayo descrita por Sutovky et al.,
(2001), demuestra que este mecanismo de seleccion espermatica en el tracto
reproductor del macho no es del todo eficiente o por lo menos no asegura que
todos los espermatozoides eyaculados estén libres de alteraciones morfolégicas o
cambios en la conformacion de sus proteinas. Lo anterior nos lleva a pensar lo
importante que resultan los mecanismos de seleccion y eliminacion de
espermatozoides que estan presentes en el tracto reproductor de la hembra, con

el fin de asegurar el éxito de la fecundacion.
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El conocimiento de los mecanismos por los cuales se elimina a millones de
espermatozoides en diferentes regiones del tracto reproductivo de las hembras es
aun incierto por lo cual con este trabajo pretendemos conocer si la ubiquitinacién
€S un proceso que participa en la seleccion y eliminaciéon de espermatozoides en

el tracto reproductor de la hembra.

VI.- HIPOTESIS

1.- La ubiquitinacién es un proceso que se da en el tracto reproductor de la hembra

como parte de la estrategia de seleccion de los gametos.

VIl.- OBJETIVO GENERAL

1.- Conocer si ocurre ubiquitinacion de espermatozoides en el tracto reproductivo de

la coneja

VIIl.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Detectar la presencia de espermatozoides ubiquitinados tanto en eyaculado como

de los obtenidos del tracto reproductor de conejas.

2.- Delimitar tres regiones anatoémicas vagina, utero y oviducto de la parte tubular del
tracto reproductivo de la coneja y obtener los espermatozoides que se encuentren

en cada una de ellas.
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IX.- MATERIAL Y METODOS.

Se utilizaron conejos Nueva Zelanda Blancos hembras y machos, sexualmente
maduros, con fertilidad probada, de entre 12 a 24 meses con un peso corporal de
entre 3 y 4 Kg. Los animales permanecieron en la Unidad de Produccion y
Experimentaciéon de Animales de Laboratorio (UPEAL, Bioterio) de la Universidad
Auténoma Metropolitana, Unidad Xochimilco, disponiendo de alimento y agua ad
libitum, temperatura controlada de 18° C y ciclos de luz/oscuridad de 12 x 12

horas.

Obtencion de muestras.

Los eyaculado se obtuvieron de cinco conejos utilizando una vagina artificial
(Avalos et al., 2004). A cada conejo se le tomaron 4 eyaculados, y se les realizé
un espermograma que consistié en valorar el movimiento progresivo mediante
microscopia oOptica (objetivo 40 X), se estimd el porcentaje de espermatozoides
vivos, mediante la técnica de tincidn supravital eosina-nigrosina (Swanson, et al.,
1951), con esta tincidon los espermatozoides muertos adquieren una coloracion

rojiza, mientras que los vivos no se tifien.

La concentracidon espermatica se calculd6 con una camara de Neubauer
(Freshman., 2002). Se eliminaron las muestras contaminadas con sangre, asi
como las que presentaron un porcentaje de viabilidad menor al 80% (Belsey et al.,
1980).

Obtencidn de espermatozoides del tracto reproductor de la coneja.

A 5 conejas se les aplico monta natural y 5 horas después se sacrificaron por
dislocacion cervical. Se diseco el tracto reproductor y se ligaron con hilo de
algodon cada una de las tres regiones anatémicas vagina, Utero y oviducto,
Posteriormente se lavo la parte tubular de cada una de estas regiones haciendo
correr 2 ml de una solucion de buffer de fosfatos (PBS) (NaCl 8g (137mM), KCI
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0.2g (2.7mM), NaZHPO4 1.44g (10mM), KH2P04O.24g (2mM), pH 7.4, 800 mL de

agua BD y Aforando a un L.) la suspension de espermatozoides recuperados se
incubaron a 37°C. Inmediatamente se tomo una alicuota de 4 pl para realizar un
espermograma (concentracion, viabilidad, porcentaje de espermatozoides vivos
mediante la tincion supravital con eosina-nigrosia, porcentaje de espermatozoides

normales y movilidad progresiva).

Deteccién de ubiquitina en los espermatozoides obtenidos del tracto
reproductor de la hembra.

De cada una de las regiones, se analizo el porcentaje de espermatozoides unidos
a ubiquitina por microscopia de fluorescencia, utilizando un anticuerpo especifico
para Ub marcado con isotiocinato de fluoresceina (P4D1) Santa Cruz,
(Biotechnology, Inc.). Mediante la técnica de inmunoensayo de marcaje
espermatico con ubiquitina (SUTI) con modificaciones descrita por Sutovsky et al.,
(1999). Los espermatozoides obtenidos de cada una de las regiones, se
resuspendieron en 20 ul de solucion PBS, alicuotas de 10 pl, fueron colocadas en
porta objetos cubiertos con poly-L-lisina, los cuales fueron colocados en cajas de
Petri (100x15 mm) y se incubaron por 5 minutos a 37°C, posteriormente los porta
objetos fueron lavados con solucién de PBS y se adicionaron 10 pl del anticuerpo
Ub (P4D1) se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las

muestras se observaron en un microscopio de fluorescencia.

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando la prueba de ANOVA y con un comparativo
de medias por T de Student mediante el paquete estadistico JMP 5.012 (SAS.
Institute Inc.) ANOVA fue utilizada para evaluar diferencias estadisticas entre las
muestras de espermatozoides ubiquitinados en las diferentes regiones del tracto

reproductor de la hembra.
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X.- RESULTADOS

Grafica 1. Cantidad total de espermatozoides localizados en el eyaculado asi

como en las diferentes regiones del tracto reproductor de la coneja.
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La cantidad total de espermatozoides localizados en el eyaculado fue de
110+27.40 X10%, a las 5 horas después de haber inseminado a las conejas por
monta directa se obtuvieron los espermatozoides en las diferentes regiones del
tracto reproductor de la hembra en la porcidbn de la vagina se encontré un
promedio de 42 + 15 X10° espermatozoides, en el Gtero 12 + 8 X10° en oviducto
0.70 +0.10 X10°.
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Fig. 4 Fluorescencia de los espermatozoides ubiquitinados de los

eyaculados, grupo control.

Los espermatozoides ubiquitinados detectados con anticuerpo Ub (P4D1) en
eyaculado por microscopia de fluorescencia presentaron un patron de

fluorescencia ubicado en la pieza media.

Microscopia de fluorescencia donde se muestran espermatozoides en eyaculado.
Encontrado en (A) (B) negativos al anticuerpo a ubiquitina (C) espermatozoide
marcado con anticuerpo Ub (P4D1) mostrando un patron de fluorescencia en su
parte media del flagelo.
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Grafica 2. Porcentaje de espermatozoides ubiquitinados en el eyaculado asi
como en las diferentes regiones del tracto reproductor de la hembra.
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Esta grafica nos muestra el porcentaje de espermatozoides ubiquitinados que fue
en el eyaculado de 12,4 + 7.2; mientras que en cada region del tracto reproductor
de la coneja se encontré que en vagina fue de 9.3 + 4.4; en el utero de 11.1 + 6.3
y en oviducto 8.7 + 4.1, No encontrdndose diferencia estadistica significativa con
(P<0.05) entre los distintos segmentos del tracto reproductivo de la coneja ANOVA
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Fig. 5. Espermatozoides ubiquitinados en el tracto reproductor de la hembra

sacrificadas 5 horas después de la monta.

Microscopia de fluorescencia mostrando espermatozoides ubiquitinados
encontrados en el tracto reproductor de la hembra, (A) vagina muestra un patrén
de fluorescencia de la parte media del flagelo, (B) (C) el utero y oviducto,
respectivamente, se encuentra fluorescencia en la parte media asi como en la
parte del acrosoma en su porcion anterior, identificada con el mismo anticuerpo Ub
(P4D1)

El sitio de ubiquitinacion en los espermatozoides obtenidos del tracto reproductor
de la hembra realizada con microscopia de fluorescencia revela la presencia de
dos patrones de fluorescencia. El primero en la pieza media del flagelo y el

segundo en la parte anterior del acrosoma (Fig. 5).

Xl.- DISCUSION

El transporte de los espermatozoides a través del tracto reproductor de la hembra,
mas especificamente durante el transito por el Utero y oviducto, es un proceso
complejo que inicia después de la inseminacién natural o artificial en donde
millones de espermatozoides son depositados en la vagina o uUtero dependiendo
de la especie, con la comitiva de fertilizar uno o varios ovocitos. De estos millones

de espermatozoides, solo unos cientos podran realizar la capacitacion y llegar al
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istmo del oviducto aun menos lograran sobrevivir y estar presentes a tiempo en la
union istmo-ampula, lugar donde en la mayoria de los mamiferos se lleva acabo el
proceso de fertilizacién (England y Burgess 2003; Suarez et al., 1990). A nivel de
vagina y/o utero millones de espermatozoides mueren o son eliminados por
diferentes factores como el pH, la presencia de macréfagos, y anormalidades
mismas del espermatozoide que impiden su paso hacia el istmo. En el istmo los
espermatozoides son retenidos y forman un reservorio, el cual ha sido descrito en
especies como el bovino (Hunter y Wilmut, 1984), ovino (Hunter y Nichol, 1983),
cerdo, hamster (Smith et al., 1987), conejo, cobayo (Yanagimachi y Mahi, 1976) y
ratdbn (Suéarez et al., 1990). El reservorio se encuentra en la region caudal del
istmo (Suérez et al., 1990). En esta estructura se almacena suficiente nUmero de
espermatozoides para la fertilizacion, aunque solo pocos son liberados durante la
ovulacion (Smith et al., 1987). Se han propuesto diferentes funciones del
reservorio, entre las que se encuentran limitar el riesgo de poliespermia, mantener
la viabilidad del espermatozoide en el oviducto mientras se presenta la ovulacion y
proporcionar el microclima idéneo para facilitar el proceso de capacitacion en el
espermatozoide (Ellington et al., 1993). De esta forma, no todos los
espermatozoides depositados en la vagina alcanzaran el ampula ni tendran
capacidad fecundante. En este estudio pudimos corroborar indirectamente el
efecto de todos estos factores sobre la disminucibn en el numero de
espermatozoides, en cada una de las regiones anatémicas del tracto reproductor
de la coneja, conforme los espermatozoides se dirigen al ampula. EI numero de
espermatozoides localizados 5 horas después de la monta nuestros resultados
mostraron una mayor concentracion espermatica en la vagina (42+15 X 10°, un
poco menor en el Gtero (12+8 X10° )y de muy pobre en el oviducto (0.70+0.10
X10° ) los cuales estan dentro de lo reportado por Overstreet en 1978. Es bien
sabido que el transporte de los espermatozoides dentro del tracto reproductor de
la hembra inicia en el sitio de deposicion del semen (vagina o Utero) dependiendo
de la especie, subsecuentemente los espermatozoides son distribuidos

rapidamente por todo el tracto principalmente por las contracciones del miometrio
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en la vagina y utero (England y Burgués, 2003) en respuesta a los componentes
seminales como los estrogenos, testosterona, prostaglandinas, glucoproteinas,
citocinas y factores de crecimiento (Maegaua et al.,2003; Robertson, 2005). En el
caso de la coneja, los espermatozoides al ser depositados en la vagina son
transportados a través del cervix al atero y de ahi hasta el oviducto lugar donde
ocurre la fertilizacion. Dichos espermatozoides se enfrentan con las defensas del
tracto que incluyen: cambios en el pH alcalino del plasma seminal a un pH acido
de la vagina (Roberts, 1986; Speroff et al. 1994; Suarez y Pacey, 2006); asi como
a la respuesta inmunoldgica, en esta especie se ha observado la presencia de
leucocitos en vagina y de neutrofilos y macréfagos en cervix y utero los cuales
fagocitan un numero considerable de espermatozoides (Suarez, 2002). En 1977
Tyler encontrd en la coneja una infiltracion importante de neutrofilos en el cervix
media hora después de la inseminacion artificial. Los espermatozoides también
son fagocitados por células epiteliales de la vagina y del oviducto, pero no
interfiere con el proceso de fecundacién (Eisenbach, 2003). Por lo que
posiblemente esta fagocitosis, posterior a la inseminacién, este dirigida
principalmente en contra de espermatozoides dafiados, sin embargo
espermatozoides normales también pueden ser atacados, particularmente en la
vagina porque muchos de estos espermatozoides han perdido la proteccion
inmune que les proporciona el plasma seminal (Suarez y Oliphan, 1982; Dostal et
al., 1997). El moco cervical es otra gran barrera, que constituye un medio de
seleccién para espermatozoides anormales que no lo pueden atravesar o que
presentan un pobre perfil hidrodinAmico asi como de una vigorosa motilidad
(Hanson y Overstreet, 1981; Kunz et al., 1997). Por otro lado en diversas especies
de mamiferos, se ha demostrado que el proceso de ovulacion influye en el
transporte y distribucién de espermatozoides, probablemente debido a cambios en
la concentracion hormonal. (Hunter, 1988; Mburu et al., 1996; Kaeoket et al.,
2002).
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Los resultados que se obtuvieron en esta investigacion fue que no mostraron
diferencias estadisticas entre las diferentes regiones del trato reproductor de la

coneja (grafica 1) después de (5 horas) posteriores a la monta.

Aungue no se conoce con precision la participacion del proceso de ubiquitinacion
en el espermatozoide durante su transito por el tracto reproductor femenino, se
tienen algunas evidencias de su participacion en diferentes procesos reproductivos
(Baarends et al., 1999). Por ejemplo, la rata requiere Ubiquitina- conjugada con la
enzima (E2), UBC4, para el desarrollo post natal del testiculo. La diferenciacion
germinal en el testiculo del ratdbn esta acompafiado por un aumento en la
expresion de una proteina unida a una multi-Ub. La espermatogénesis de los
mamiferos requiere de la remocion de las histonas unidas al DNA lo que permite el
empaquetamiento dentro de la cabeza del espermatozoide, en este proceso puede
estar también involucrado el sistema Ub (Agell y Mezquita, 1988; Baarends et al.,
1999). Adicionalmente, se ha sefialado que la mitocondria del espermatozoide
podria ser marcada, por ubiquitina durante la espermatogénesis para Ssu
degradacion, por la maquinaria proteosomal del ovocito fecundado (Sutovsky et
al., 1999).

Estudios realizados por Sutovsky et al., (2000; 2001b) han demostrado que los
espermatozoides defectuosos de toros domésticos, ganado salvaje (bufalos vy
gaur), monos reshus, humanos y ratones presentan un indice alto de
ubiquitinacion en su superficie. Al parecer durante la maduracion espermatica en
el epididimo se presenta la ubiquitinacion, ya que un abrupto incremento en el
namero de espermatozoides ubiquitinados ocurre durante su paso entre la rete

testis a la cabeza del epididimo en los toros (Sutovsky et al., 2001b).

Nuestros datos muestran que no hay diferencia en los porcentajes de
espermatozoides positivos a ubiquitina en las diferentes regiones del tracto
reproductor de la coneja y espermatozoides de eyaculado, contrario al
planteamiento de nuestra hipotesis, el cual referia que el porcentaje de

espermatozoides positivos a ubiquitina fuera disminuyendo durante su paso por el
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tracto reproductor femenino. Se ha demostrado que después de la inseminacion
artificial y/o monta natural en los mamiferos, los leucocitos, principalmente
neutréfilos y macréfagos migran al lumen de la vagina y utero (Suarez, 2002) los
cuales fagocitan un numero importante de espermatozoides (Pandya y Cohen,
1985). Se han hecho estudios en los que demuestran que la fagocitosis
espermatica requiere de cambios estructurales a nivel de la membrana plasméatica
entre los que se incluyen la exposicion de fosfatidilserina y la ubiquitinacién. Sin
embargo, suponer que el proceso de fagocitosis se presenta preferentemente en
los espermatozoides con mayor porcentaje de ubiquitinacion, parece no ser del
todo acertado, probablemente por la distribucion rapida de los espermatozoides
por todo el tracto de la hembra favorecida por las contracciones realizadas por el
miometrio de la vagina y utero (England y Burgess 2003) en respuesta a los
componentes seminales que estimulan las contracciones musculares (Maegaua et
al.,2003, Robertson 2005). En el caso de la coneja se sabe que los
espermatozoides al ser depositados en la vagina son transportados a través del
cervix, Utero hasta el oviducto, mediante dos vias, una extremadamente rapida, en
la cual se habla de pocos minutos en los que los espermatozoides alcanzan el
ampula, la otra via es mas lenta lo que permite que los espermatozoides realicen
la capacitacién. Con base a nuestros resultados podemos suponer gue estas dos
vias no discriminan entre espermatozoides viables y no viables ni por el grado de
ubiquitinacion espermatica, previos reportes indican la presencia de
espermatozoides tanto muertos como anormales en las diferentes regiones del
tracto a los pocos minutos de la inseminacion de las conejas (Overstreet y Cooper,
1978; Kunz et al., 1997).

Si bien no se encontraron diferencias entre el porcentaje de espermatozoides
ubiquitinados obtenidos de eyaculado y los de las diferentes regiones del tracto
reproductor femenino, en este estudio encontramos la presencia de un patron de
fluorescencia diferencial. Los espermatozoides obtenidos de los eyaculados y de
la vagina presentaron en mas de un 80% ubiquitinacion de la pieza media del

flagelo, lo cual coincide con los resultados obtenidos por Sutovsky et al., 2001 y
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Sutovsky et al.,, 2002, donde muestran que espermatozoides de eyaculado
presentando alguna alteracibn en la membrana plasmética o alguna otra
anormalidad, sobre todo a nivel de la pieza media del flagelo son factibles de
presentar una afinidad a la ubiquitina, principalmente en la pieza media por la
presencia de una proteina llamada prohibitina que se encuentra en la membrana
mitocondrial y tiene afinidad por la ubiquitina, por lo que al estar dafiada la
membrana plasmatica del espermatozoide, el anticuerpo contra ubiquitina puede
llegar hasta la membrana mitocondrial y por lo tanto marcar la pieza media. En los
espermatozoides obtenidos del utero y del oviducto, aparte de presentar
fluorescencia en la pieza media, presentaron fluorescencia en la region acrosomal,
0o en casi todos sus dominios, lo cual hace suponer que cuando Ilos
espermatozoides transitan por el Utero y oviducto las proteinas de los diferentes
dominios sufren un cambio estructural que les permite ser detectadas por

ubiquitina.

La fluorescencia diferencial de los espermatozoides ubiquitinados durante su
transito por el tracto reproductor de la hembra, nos hace pensar que el proceso de
capacitacion juega un papel muy importante, ya que este proceso se caracteriza
por una serie de cambios fisico-quimicos a nivel de la membrana plasmatica,
donde estan involucradas proteinas de la membrana plasmatica y se tienen
reportes que ocurren entre los 5y 6 horas de haberse llevado la inseminacién de
la coneja, lo cual coincide con el tiempo de sacrificio y obtencion de los
espermatozoides del tracto reproductor de la coneja en este estudio, sin embargo
con los resultados de este estudio no podemos precisar si este patrén de
fluorescencia diferencial fue como consecuencia del proceso de capacitacion en el
tracto reproductor de la hembra, por lo que es de suma importancia realizar

nuevos experimentos donde se realice la capacitacion espermatica in vitro.
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XIl.- CONCLUSIONES.

Durante el transito de los espermatozoides por el tracto reproductor de la coneja
no se producen diferencia en el porcentaje de espermatozoides positivos a
ubiquitina. Sin embargo si se presentaron diferencias en el patron de fluorescencia

dependiendo de la region anatémica del tracto de la hembra.

Esto nos permite concluir que si se presenta un proceso de ubiquitinacion
espermatica durante el transito por el Gtero y oviductos de la coneja y que es

posible que procesos como la capacitacion estén involucrados.
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