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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue observar la relacion existente entre el
dafio de la teca perinuclear ocasionado después del proceso de
congelacion/descongelacién y la modificacion en el proceso de descondensacién
de la cromatina nuclear espermatica asi como la extraccién de las proteinas de la
teca perinuclear por medios quimicos.

Para el desarrollo de ésta investigacion, se utilizaron tres eyaculados de
dos sementales caprinos sexualmente activos de razas lecheras. Cada eyaculado
se dividi6 en dos partes, semen fresco y semen sometido al proceso de
congelacion-descongelacién. En cada una de las muestras se observo el estado
de la subestructura de la teca perinuclear (sTP) en el microscopio electronico de
transmision; el proceso de descondensaciéon progresiva se valoré por observacion
directa y micrografias electrénicas después de la aplicacién de DTT/Heparina a los
0, 1, 3, 5y 7 minutos, adicionalmente se determiné el efecto descondensante del
DTT y la heparina por separado a los 10 minutos; se extrajeron las proteinas de la
teca perinuclear durante la descondensacion para realizar pruebas de
electroforesis; con la finalidad de evaluar el comportamiento de la actina y el
material genético se utilizaron métodos de florescencia (faloidina rodaminada y
Hoechst 33342).

Debido al proceso de congelacion y descongelacion la subestructura de la
teca perinuclear se ve alterada y dafiada ya que la criopreservaciéon modifica el
proceso de descondensacién nuclear, alterando la velocidad de descondensacién
normal, ésta modificacion, estaria mas relacionada con la pérdida de algun factor
regulador de la teca perinuclear, que con una sobrecondensacién nuclear. Los
descondensantes de manera individual no alcanzan a descondensar
completamente las cabezas espermaticas, pero en conjuncién dan buenos
resultados. Los patrones de localizacion de la actina se ven modificados durante la
descondensacion, viéndose aminorada la cantidad de esta durante el proceso. El
patrén de descondensacion del material nuclear en el caprino se ve iniciado en la
region postacrosomal yéndose rostralmente hasta completar la totalidad de la
cabeza.

Palabras Clave: espermatozoide caprino, cromatina nuclear, teca
perinuclear, descondesacion.
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ABSTRACT

The main objective of this work was to observe the damage in the
perinuclear theca (PT) after freezing-thawing process and the alteration in the
sperm nuclear chromatin decondensation, as well the extraction of perinuclar theca
proteins by chemical methods.

For development of this research, three ejaculates were collected from two
sexually active bucks. Every ejaculate was divided into 2 parts, fresh and frozen-
thawed semen. All samples were decapitated before treatments by shaking and
papain, after that, sperm heads were divided in aliquots wich were incubated with
DTT and heparin. Samples were fixed at preestablished times (0, 1, 3, 5, 7
minutes, postreatment), additionally at 10 minutes were studied the decondense
effect of Heparin and DTT by itself. All samples were examined by Electron
microscopy to watch the PT substructure (PTs) and florescence methods were
used to evaluate actin and nuclear chromatin (phalloidin-rhodamine and Hoechst
33342). During decondensation progress the extraction of perinuclar theca proteins
were made by electrophoresis SDS-PAGE, differences were observed in the band
patterns.

By the freezing-thawing process the PTs is damaged and the velocity of
nuclear decondensation process is altered, this modification is more related to a
loss of some regulating factor instead of overcondensation. Heparin and DTT by
itself were not strong enough to decondense sperm, but together had better
results. The actin patterns were modified, reducing its quantity during
decondensation process. The nuclear chromatin also was modified, initiating in the
postacrosomal region and continuing to the front until complete all the head of the
sperm. The difference in the band patterns observed during the extraction of
perinuclar theca proteins demonstrated a biochemical destabilization of PT after
freezing-thawing process, showing lesser number of proteic bands.

Keywords: buck spermatozoa, nuclear chromatin, perinuclear theca, nuclear
decondensation.
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INTRODUCCION

La criopreservacion es una biotécnica que permite el almacenamiento del
semen de las especies domeésticas a largo plazo. Su aplicacion ha permitido
acelerar el mejoramiento genético y hacer un uso mas eficiente de los machos
reproductores. Esta técnica, es muy utilizada en las especies domeésticas, en los
caprinos juega un papel importante, especialmente en los sistemas de produccién
intensivos, donde se trata de mejorar la reproduccion, la produccion lactea, de
pelo y carne. También hace posible producir lineas selectas, crear bancos de
germoplasma para la conservacion de determinadas lineas y razas autéctonas,
prevenir enfermedades infectocontagiosas, conservar material genético de
individuos sobresalientes que deban ser sacrificados y la produccion comercial de
dosis para exportacion hacia paises con esquemas de seleccion establecidos

(Johnson, 2000; Lebouef et al., 2000).

Sin embargo, se conoce que la fertiidad del semen congelado es
generalmente menor que la del semen fresco, esto debido a que el almacenaje en
congelacion del semen causa dafo ultraestructural, bioquimico y funcional al
espermatozoide, dando como resultado una reduccion de la motilidad, viabilidad y

finalmente de la misma fertilidad (Lebouef et al., 2000).

La criopreservacion se asocia a diferentes dafios en la funcion del
espermatozoide, incluyendo hinchazén, ruptura y pérdida de la permeabilidad
selectiva de la membrana y cambios en la fluidez de la misma, reduccion en la

motilidad, en la actividad enzimatica y en la viabilidad (Thundathil et al., 1999).



En la mayoria de los espermatozoides de mamiferos, los cambios de
temperatura durante la congelacion afectan la bicapa lipidica de la membrana, lo
gque ocasiona separacion de fase, evento parcialmente reversible al regresarlos a

la temperatura ambiente (Holt y North, 1984; de Leeuw et al., 1990).

Robertson et al. (1986, 1988) mencionan que el incremento en la
permeabilidad de la membrana después de la congelacion, pudiera deberse al
debilitamiento generalizado de la membrana, dado especialmente por las
proteinas integrales de la membrana las cuales se agrupan al darse la separacion
de la fase lipidica, alterandose la funcion especialmente de las proteinas

estructurales que modulan el paso de iones.

Estudios previos usando ASMA (Computer automated sperm-head
analysis) han demostrado que la criopreservacion afecta las dimensiones de la
cabeza espermatica en comparacion con el semen fresco tanto en el humano
(Thompson et al., 1994), como en toros (Gravance et al., 1998), garafiones
(Arruda et al.,, 2002) y venados (Esteso et al., 2003), con valores menores
después de la descongelacion. En la especie caprina, la criopreservacion no
causa diferencias significativas en la morfometria, sin embargo el proceso tiene
efectos en los eyaculados de algunos sementales caprinos, lo cual indica que

algunos son mas sensibles a la criopreservacién que otros (Gravance et al., 1997).

El descenso en las dimensiones morfométricas después de la
criopreservacion puede ser debido a la deshidratacion progresiva de la célula

espermética durante el proceso de criopreservacion, donde hay una alta



proporcion de espermatozoides con dafio en el acrosoma y subsecuente pérdida
acrosomal, cambios en la estructura de la cromatina y pérdida de la funcionalidad
de la membrana espermatica (Rodriguez-Martinez et al., 1993; Gravance et al.,
1998). Sin embargo existen cambios en la cromatina en la especie caprina, a este
respecto Hidalgo et al. (2006) sefialan que esto podria deberse a que seguido de
la criopreservacion hay una sobrecondensacion de la cromatina, sin embargo ellos
no ahondan en este hallazgo dado que su investigacion sobre el nucleo no arroja
evidencias especificas ni concluyentes que sustenten el hecho. La
sobrecondensacion de la cromatina puede afectar el proceso de fertilizacion e

inducir muerte o pobre desarrollo embrionario (Hamamah et al., 1990).

La cromatina nuclear es empaquetada principalmente en los ultimos
estadios de la espermiogénesis, en donde se reemplazan las histonas por
proteinas de bajo peso molecular llamadas protaminas (Bench et al., 1996;
Wouters-Tyrou et al., 1998), las cuales se caracterizan por altos niveles de
arginina y cisteina, esta ultima forma numerosos puentes disulfuro los que le dan
estabilidad a la cromatina (Carrell et al., 1998), esta estabilidad es necesaria para
la inactivacion del DNA vy la proteccion del mismo a factores ambientales (Bedford
y Calvin, 1974). Sin embargo una excesiva interaccién entre protaminas puede
formar una cromatina altamente estable, la cual dificulte la descondensacion por la
no ruptura de los puentes disulfuro y esto puede retrasar la formaciéon del
pronudcleo paterno e inducir la temprana muerte embrionaria (Carrell et al., 1998;

Madrid-Bury et al., 2005).



El proceso de descondensacion in vitro se lleva a cabo mediante el uso de
heparina que es un polianibn conocido por tener una fuerte afinidad a las
moléculas de las protaminas (Motoishi et al., 1996) formando un complejo
insoluble. La disociacion del complejo protamina-DNA, inducida por la heparina,
puede producir, al descondensarse la cromatina, un incremento en el volumen
nuclear (Jager et al., 1990), “probablemente debido a la competencia del DNA por

los enlaces con las protaminas” (Kobayashi et al., 1999).

Motoishi et al.(1996) demostraron que al descondensar espermatozoides
bovinos, la heparina se combina con las protaminas para liberar el DNA, pero es
necesario un tratamiento previo con Dithiothreitol (DTT), el cual es un agente
quimico usado para reducir los puentes disulfuro espermaticos, dando como
resultando una descondensacion artificial in vitro de los espermatozoides de los
mamiferos (Seligman et al., 1994; Motoishi et al., 1996; Delgado et al., 1999;

Sutovsky et al., 2003, Nakai et al., 2006).

La teca perinuclear es un citoesqueleto en forma de cépsula que cubre el
ndcleo espermatico, esta es formada durante la espermiogénesis entre la
membrana plasmatica y la envoltura nuclear, rellena efectivamente la mayor parte
del espacio citoplasmatico disponible en la cabeza del esperma. Estructuralmente
se divide en 2 regiones: 1) Regidn subacrosomal, intercalada entre la membrana
acrosomal interna y la envoltura nuclear. 2) Region postacrosomal, extendida
distalmente desde el segmento de la cubierta ecuatorial entre la membrana
plasmatica y envoltura nuclear (Juadrez-Mosqueda y Mujica, 1999; Sutovsky et al.,

2003).



La teca perinuclear participa en el ensamblaje del acrosoma y en darle
forma a la cabeza del espermatozoide durante la espermiogénesis. También
provee una proteccion rigida al ndcleo espermatico durante la maduracién
espermatica y la fertilizacion y contribuye con sefiales moleculares que pueden ser
importantes para el desencadenamiento de la defensa contra la poliespermia,

activacion del oocito y el desarrollo temprano de embrién (Sutovsky et al., 2003).

Se ha observado que esta formada por diferentes tipos de proteinas, entre
ellas una de las principales es la F-actina, la cual se ha visto que interactda con la
calicinina en ambas regiones (subacrosomal y postacrosomal), sugiriendo que la
F-actina es el blanco de la calicinina, la cual forma polimeros in vitro que proveen
a la teca perinuclear de rigidez (Lecuyer et al., 2000). Esta estabilidad que brinda
la F-actina se pudo comprobar en el estudio realizado por Juarez-Mosqueda y
Muijica (1999) en donde se observo que los espermatozoides retuvieron la teca
perinuclear después de ser tratados con faloidina, la cual es una droga
estabilizadora de actina, y trabaja previniendo la despolimerizacién de los
filamentos de actina y cambiando el equilibrio de mondmeros a filamentos de la
misma (Cooper, 1987; Cuneo et al., 1995; Juarez-Mosqueda y Mujica, 1999;

Hernandez-Gonzalez et al., 2000).

Debido a que se han reportado alteraciones en la morfologia, viabilidad y
funcionalidad de los espermatozoides durante el proceso de congelacion y
descongelacién del semen, el objetivo principal de este trabajo es observar la

relacion existente entre el proceso de descondensacion por medios quimicos en



espermatozoides frescos y descongelados de la especie caprina y el dafio de la

teca perinuclear.



ANTECEDENTES

Citoesqueleto de la cabeza del espermatozoide de los mamiferos:

La teca perinuclear (TP) es el elemento principal del citoesqueleto de la
cabeza de los espermatozoides, cubre al nucleo espermatico (fig 1; Longo et al.,
1987), ocupando la mayor parte del espacio citoplasmatico disponible en la
cabeza espermatica; se divide principalmente en 2 regiones:

1. Regién subacrosomal: se intercala entre la membrana
acrosomal interna y la envoltura nuclear.

2. Regién postacrosomal: se extiende distalmente desde el
segmento ecuatorial entre la membrana plasmatica y la envoltura nuclear.

Esta se encuentra compuesta principalmente por proteinas y a pesar que
varias de las mismas ya han sido caracterizadas, otras contindan siendo

desconocidas. (Longo et al., 1987; Mujica et al., 2003).
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Figural Esquema de la cabeza del espermatozoide de mamifero (Longo et al.,
1987). La teca perinuclear, componente citoesquelético de la cabeza del espermatozoide, esta
subdividida en la capa subacrosomal, anteriormente y en el caliz, posteriormente. Este ultimo
formado por la capa postacrosomal, adherida a la membrana nuclear externa, la hoja
postacrosomal y la capa paracristalina, en contacto con la cara interna de la membrana plasmatica
del espermatozoide. N, nucleo; A interior del cromosoma; F, fosa de implantacion; C, complejo
centriolar.

Entre los limites de la regidon postacrosomal y el segmento ecuatorial de la
TP, se localiza la subestructura de la teca perinuclear. (Juarez-Mosqueda y
Mujica, 1999), la morfologia de la subestructura es especie especifica
mencionandose que tiene forma, ya sea de filamentos delgados en el cobayo
(Mujica et al., 2003); cadena de eslabones en el cerdo (Gutierrez, 2006) y en el

bovino y ovino se conforma de forma de grecas (Martinez et al., 2006).



Proteinas de la Teca Perinuclear (TP):

Se han caracterizado varias moléculas de la teca perinuclear, la mas
importante de ellas es la actina con un peso molecular de 43 kD (Flaherty et al.,
1986), la cual se puede presentar en dos diferentes formas, la globular (actina-G)
y la filamentosa (actina F), a pesar de que no se sabe con certeza el papel de la
actina-F y sus interacciones con otras proteinas de la TP se sugieren varias
posibles funciones: 1) anclar el acrosoma a la envoltura nuclear y a la membrana
plasmatica, 2) dar forma al acrosoma o nucleo cubriendo la envoltura nuclear, y 3)
organizar dominios especializados de la membrana espermatica.

Principalmente, las proteinas de la TP estan relacionadas a la actina, estas
incluyen:

% Calicina con un peso molecular de 60 kD (Longo et al., 1987) la cual
es integrante de la familia kelch, esta proteina es inicialmente super impuesta a
la actina en el espacio subacrosomal durante la espermiogénesis, también la
calicina tiene la habilidad de formar homomultimeros los cuales pueden
contribuir a la rigidez de la TP, gracias a esto se cree que la calicina esta
involucrada en el anclaje de la envoltura nuclear con estructuras adyacentes
(Lécuyer et al., 2000).

% La cilicina | y Il de 74 y 53 kD respectivamente, se encuentran
principalmente en la region postacrosomal del espermatozoide (Hess et al.,
1993, 1995) son miembros de la banda multipeptidica (MBP), grupo de
proteinas muy basicas (56-74 kD) las cuales fueron descritas primeramente
por Longo et al. (1987), se han identificado distribuidas en ambas laminas

subacrosomal y postacrosomal (calix).



% Proteinas CB3 y Ca3 (31 y 33.74kD respectivamente) se han
encontrado en la parte postacrosomal del espermatozoide o caliz (von Bllow et
al., 1997), su funcion se desconoce.

% Proteinas Arp-T1 y Arp-T2 (40kD) han sido descritas recientemente
en la region postacrosomal (Heid et al., 2002).

s PERF15 (15.5 kD) es relacionada a la superfamilia de proteinas que
se unen a acidos grasos y es la principal proteina de la TP subacrosomal, se
cree que interactua con la membrana acrosomal, jugando un papel en el
arreglo estructural y estabilidad del acrosoma durante la espermiogénesis,
debido a sus propiedades de union a lipidos. (Oko y Morales, 1994; Oko vy

Maravei, 1995; Pouresmaeili et al., 1997; Breed et al., 2000).

Danos por criopreservacion sobre la célula espermatica:

La criopreservacion  produce potenciales dafios sobre las células,
ocasionados por el choque térmico, estrés téxico y osmdtico, la formacion y
disolucion de cristales de hielo en el ambiente intra y extra celular (Watson, 2000).

Estas alteraciones se encuentran en todos los niveles del espermatozoide
desde la membrana plasmatica, donde se cree que la ruptura de la membrana
podria ser causada por la friccion que provoca el rapido paso del agua a través de
ella (Muldrew y McGann, 1990); hasta el citoesqueleto donde se han encontrado
cambios estructurales de la teca perinuclear (TP) por el congelamiento y
descongelamiento, concluyéndose que existe una relacién que es inversamente
proporcional del numero de espermatozoides vivos al porcentaje de los mismos

con la TP dafiada (Martinez et al., 2006).
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El material genético no parece resultar dafado por este proceso, sin
embargo Hamamah et al. (1990) encontraron una “sobrecondensaciéon” que no
dana la estructura de la cromatina nuclear pero si produce un retraso en el
proceso de descondensacion, recientes resultados también en cerdos encontraron
el mismo retraso en el proceso de descondensacion pero sin la

sobrecondensacion que otros autores mencionan (Gutierrez, 2006).

Descondensacion nuclear in Vitro

En las ultimas décadas se han buscado los mecanismos que lleven a cabo
la descondensacién espermatica, tomando en cuenta que el espermatozoide
maduro es resistente a diferentes agentes quimicos (Strzezek y Kordan, 2003).

In vitro se han utilizado diferentes sustancias como descondensantes y las
mezclas de éstos. Siendo los mas representativos:

e DTT (Dithiothreitol) sirve como reductor de enlaces disulfuro llegando
a descondensar espermatozoides al utilizarse solo, pero
obteniéndose mejores resultados al ser combinado con otros
agentes o detergentes como Triton X-100, Emulphogene, Np-40,
Tween 80; en combinacidn con estos agentes se obtuvo la
descondensacion de espermatozoides de conejo, en los cuales el
proceso de descondesacion inicid en la region postacrosomal y
procedio distalmente y rostralmente hasta abarcar todo el nucleo
(Zirkin, et al., 1985). La combinacién de DTT con thioglicolato ha sido
empleada para descondensar el material nuclear de

espermatozoides de rata (Fornes 1994); la utilizacion de DTT y
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tripsina produce resultados positivos en la descondensacion de
cabezas de espermatozoides de raton (Gall y Ohsumi, 1976). En
otros estudios utilizando s6lo el DTT se observé que hasta grandes
dosis de éste (22.5 o 50mM) provocan alteraciones en la region
subacrosomal de la teca perinuclear del cobayo, sin embargo la
subestructura de la misma a los tiempos del estudio permanecio
integra, lo que indica que la estabilidad de la subestructura no
depende de la formacion de enlaces disulfuro (Juarez y Muijica,
1999).

Glutatién (GSH).- Existen reportes de que en el espermatozoide del
bovino el GSH sdélo no logra producir la descondensacion nuclear,
pero en combinacién con la heparina se logra la descondensacion de
éstos; lo cual muestra que la ruptura de los puentes disulfuro
causada por el GSH no es suficiente para lograr la descondensacion,
y que son necesarias las cargas negativas de la heparina para
competir con el ADN por las protaminas (Delgado et al., 2001).
Heparina.- A grandes dosis es capaz de descondensar nucleos
espermaticos como lo demostré Ocampo (1995) quien descondenso
nucleos de cobayo usando una dosis de 1,500 USP de heparina;
también se ha utilizado en combinacion con otros descondensantes
como el GSH, como en los casos de Reyes et al. (1996) y Sanchez
et al. (1996) los cuales lograron descondensar nucleos espermaticos
de hamsters (los primeros) y de rata y raton (los segundos). Estudios

mas recientes han utilizado la heparina en conjunto con el DTT
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obteniéndose mejores resultados para la descondensacién de los
espermatozoides que al utilizarlos individualmente. Aunado a estos
resultados, se ha encontrado que la teca perinuclear participa en la
estabilidad del nucleo espermatico, ya que al tratar la teca con
faloidina, para evitar la despolimerizacion de Actina F, la
descondensacion del nucleo se ve retardada y la subestructura se
mantiene por un mayor tiempo, lo cual indica que posiblemente la
subestructura debe sufrir una desestructuracion para favorecer la

descondensacion (Hernandez, 2004; Gutiérrez, 2006).

13



OBJETIVO GENERAL

Probar que existe una relacion entre el dafio de la teca perinuclear
ocasionado después del proceso de congelacion/descongelacion y la modificacion
en el proceso de descondensacién de la cromatina nuclear espermatica y la

extraccion de las proteinas de la teca perinuclear.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Descripcion del dafio sufrido por la teca perinuclear posterior a la
criopreservacion.

* Valorar morfolégicamente el proceso de descondensacion nuclear en los
espermatozoides frescos y descongelados tratados con la combinacion
Heparina/DTT, y ambos compuestos por separado.

» Evaluar el comportamiento de la actina durante el proceso de
descondensacioén nuclear en los espermatozoides frescos y descongelados
tratados con faloidina rodaminada.

 Evaluar el comportamiento del ADN durante el proceso de
descondensacion nuclear en los espermatozoides frescos y descongelados.

» Evaluar la extraccion diferencial de las proteinas de la teca perinuclear

durante la descondensacion del nucleo espermatico
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HIPOTESIS

Los dafios en la subestructura de la teca perinuclear, ocasionados por el
proceso de congelacion-descongelacion, estan relacionados con una alteracion de
la descondensacion de la cromatina espermética y con la estabilidad de las

proteinas de la teca perinuclear.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental

Para el desarrollo de esta investigacion se utilizaron tres eyaculados de dos
sementales caprinos sexualmente activos de razas lecheras, pertenecientes a la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la Universidad Nacional Autbnoma
de México.

Los eyaculados obtenidos se dividieron en dos partes, una para ser
utilizada como semen fresco y la otra para someter a los espermatozoides al
proceso de congelacion-descongelacion.

Por lo tanto cada muestra se analizé en dos momentos, una antes de la
congelacion y otra después de esté proceso. Las caracteristicas evaluadas fueron:

1) Estado de la subestructura de la teca perinuclear (sTP) en el
semen fresco o semen descongelado antes de la aplicacion del tratamiento
descondensante.

2) La descondensacion nuclear en los espermatozoides tratados
con Heparina/DTT en combinacidn y por separado. Para ello se definieron

dos grupos de muestras, el grupo de numeros naturales para contemplar a

los espermatozoides frescos (#) y el grupo de los numeros primos (#') para

los espermatozoides descongelados.

Los resultados se obtuvieron por observacion directa al microscopio
electronico de transmision, tomando micrografias de cada uno de los

“tiempos progresivos de descondensacion” establecidos.
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3) El patron de proteinas extraidas de la teca perinuclear durante
la descondensacion.
4) y 5) El comportamiento de la actina y del material genético por los

métodos de florescencia (faloidina rodaminada y Hoechst 33342).

PROCEDIMIENTOS

Obtencién de la muestra:

Los eyaculados fueron obtenidos por la técnica de la vagina artificial,
después fueron divididos en dos fracciones; una para ser utilizada como semen
fresco y otra para su congelacion, haciendo un total de 6 muestras.

Evaluacion del semen:

Antes de proceder a la congelacion se valoré la calidad del semen,
empleando para ello el método tradicional (movimiento progresivo, concentracion
espermatica y morfologia). Esta valoracién se realiz6 antes y después de la
congelacion de las células espermaticas.

e Movimiento progresivo: La evaluacion de la motilidad espermatica se
realizd en gotas de semen observadas con el objetivo de 40x en microscopio
de luz.

e Concentracion espermatica: Se efectudé en una camara de Neubauer,
para esto a 500yl de Triton X-100 al 0.1% en PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM,
NaH,PO4 9.6mM, KH2,PO4 1.4 mM, pH 7.4), se le adicionaron 25ul de semen,
homogenizandose gentilmente. El conteo se realizd en cinco recuadros y se
aplicé la siguiente formula para obtener el total de espermatozoides: FD x No.

Células x 10,000 x 5; donde: FD es el factor de dilucién (en esté caso es 21);
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No. De células contadas en los 5 recuadros; 10,000 esta dado por la dimension
de la cdmara; 5 es el numero de cuadros contabilizados.

e Morfologia: El porcentaje de anormalidades morfologicas se efectuo
junto con el conteo celular y se comprob6 en frotis tefiidos con eosina-
nigrosina. Para esta ultima se tom6 una muestra espermatica de 10 pl, a una
concentracion de 35x10° células/ml, la que se colocd sobre un portaobjetos
junto con 10 pl de eosina-nigrosina al 2 % en PBS, y se cubrieron con un
portaobjetos para su observacion en el microscopio de luz. Los eyaculados que
no cumplieron con los parametros establecidos: porcentaje de motilidad mayor
al 80% y presencia de morfoanomalias menores al 15% fueron desechados.

Después de su valoracion las muestras fueron lavadas por centrifugacion,

después resuspendidas en PBS hasta alcanzar una concentracion de

500x1060élulas/0.5ml para su posterior decapitacion.

Congelacioén:

Para la congelacién se utilizé el método de 1 paso, en donde se le aplico un
diluyente al momento de colectar el semen con la finalidad de evitar la
deshidratacion del eyaculado y protegerlo contra el choque por frid, el cual se
preparo de la siguiente forma:

Solucién madre:

o Tris (Hidroximetilaminometano) 18.020g
o D-glucosa 9.978¢g
o Acido citrico 7.4409g
o Agua bidestilada 500ml
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De la solucién madre se tomaron 35ml a la cual se le agregé 10ml de yema
de huevo y 3.5ml de glicerol y se aforé a 50ml con agua bidestilada.

Después de este proceso se empaquetaron las muestras en pajillas tipo
francés de 0.5ml y se sellaron con alcohol polivinilico, después de esto se
refrigeraron hasta llegar a los 5°C, donde permanecieron un periodo de equilibrio
de aproximadamente 2 horas, luego estas se expusieron a vapores de nitrégeno
liguido en posicion horizontal, aproximadamente a 5 cm. de distancia, para
alcanzar una temperatura entre -130 a -150°C, durante 20 minutos para después
sumergirlas en el nitrégeno liquido para su almacenamiento a -196°C hasta su
procesamiento (Valencia, 1994).

Descongelacion:

Después de transcurridos minimo 15 dias de almacenaje en el nitrogeno
liquido, se descongelaron las pajillas de cada muestra. Las cuales fueron
descongeladas en bafio Maria a 37°C por 16 segundos, y se resuspendieron en
PBS, donde se valor6 el porcentaje de motilidad y se decapitaron para la
aplicacion de los tratamientos de experimentacion especificados en cada fase del
estudio.

Decapitacion:

Se realizé después de resuspender las muestras a una concentracion de
500X10° células/0.5ml a las cuales se les agregdé 0.5 ml de una solucién de
papaina (Sigma) en una concentracion de 2mg/ml quedando una concentracion
final de 1mg/ml de papaina en una muestra de 500x10° células/1ml, esta mezcla
se homogeniz6 durante 1 minuto en un vortex (IKA-WORKS, Minishaker modelo

MS 1) a 600 rpm, pasado este tiempo se les agregaron 50ul de inhibidores de
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proteasas (Complete de Roche) y se mantuvieron homogenizando en el vortex por
un minuto mas, transcurrido este tiempo se les aumento la velocidad a 2500 rpm
durante 5 minutos y por ultimo se lavaron nueve veces en PBS por
centrifugacion/resuspension a 2500rpm, lo cual permitié extraer los flagelos;
obteniéndose un grado de pureza de cabezas arriba del 85%.

Después las cabezas espermaticas se resuspendieron a una concentracion
de 100X10° cabezas/ml.

Exposicion de la teca perinuclear (TP):

Después del ajuste de la concentracion, las muestras fueron tratadas con el
detergente neutro Brij 36-T (1.2% concentracion final) dejandolas incubar por 10
segundos a temperatura ambiente con la finalidad de dejar la teca perinuclear
expuesta (cabezas espermaticas con TP expuesta; Juarez y Mujica ,1999).

Una vez tratados con Brij las cabezas espermaticas se lavaron 3 veces y

resuspendieron en PBS para la aplicacion de los diferentes tratamientos.

Tratamientos de los espermatozoides con los agentes quimicos

descondensantes:

La adicion a los nucleos desnudos de DTT y heparina han resultado ser
una efectiva combinacion de agentes descondensantes por la accién reductora del
DTT sobre los enlaces disulfuro existentes entre las protaminas del nucleo
espermatico y la accion de la heparina de secuestrar a las mismas protaminas al

competir por ellas con el ADN debido a su carga.
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Después de ser retirado el Brij 36T de las muestras (cabezas con TP
expuesta) se aplicaron los diferentes tratamientos descondensantes de la
siguiente manera:

Se prepararon alicuotas de 1ml para cada tratamiento descondensante,
una alicuota de la muestra fue tratada con DTT en una concentracion final de
3.75mM, una segunda alicuota fue tratada con SUSP de heparina y las 4 ultimas
con una combinacion de heparina 5USP/DTT 3.75mM. Una alicuota de cada
muestra fue tomada como control antes de la adicion de los agentes
descondensantes. Posteriormente las alicuotas fueron tomadas como se indica en
la tabla 1 y fijadas.

Todas las muestras después de transcurrido su periodo de
descondensacion se centrifugaron a 2500rpm (Centrifuga clinica Hermle modelo
Z300) durante 3 minutos, los sobrenadantes fueron recuperados y se colocaron en
acetona a 4°C en una relaciéon de 1:3 y se mantuvieron a -20°C por 12 hrs, para
precipitar a las proteinas. Las pastillas fueron resuspendidas en 1ml de PBS y se
dividieron en dos partes, una se fijo en Karnowsky para el procedimiento de las
cabezas para Microscopia Electronica y la otra se fijo en Glutaraldehido al 4%

para su procesamiento para fluorescencia.

Control Heparina | DTT 1 min 3 min | 5 min | 7 min
(60s) (180s) (300s) (420s)
Fresco 0 H10 D10 H/D 1 H/D 3 H/D 5 H/D7
Descongelado 0 H10’ D10’ H/D 1’ H/D 3 H/D 5 H/D 7
Tablal Esquema utilizado para los diferentes tratamientos descondensantes.
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Electroforesis SDS-PAGE:

Para realizar la electroforesis fue necesario centrifugar los sobrenadantes
en acetona (ver descripcidn anterior) previamente incubados a -20°C a
3000rpm/10min y las pastillas se solubilizaron en 120 yl de amortiguador de
muestra para electroforesis y se hirvieron durante 5 minutos a 95°C. Las proteinas
fueron separadas por SDS-PAGE al 12 % aplicando una corriente de 100volts
constantes durante 2-2:30hrs, todo esto a 4°C (Laemmli, 1970); se usaron
marcadores de bajo peso molecular para referencia y analisis del corrimiento (Bio-
Rad). Después de la electroforesis a las proteinas se les realizd una tincién
argéntica (Oakley, 1980; Morrisey, 1981).

Microscopia electrénica:

Con la finalidad de retirar el fijador, las muestras de los diferentes
tratamientos se lavaron tres veces con PBS filtrado por centrifugaciéon a 2500
rom/3 minutos, tres lavados mas en agua bidestilada también filtrada. Las
muestras se resuspendieron en agua bidestilada.

Posteriormente las muestras fueron montadas en rejillas de cobre de 300
mesh, para ello, un pedazo de papel parafim se extendié sobre la base de una
caja de Petri de cristal y cada rejilla se colocé sobre éste con la cara que presente
la membrana de colodion-carbon hacia arriba y una gota de cada muestra se
colocd sobre las rejillas. Esta gota se dejé sedimentar sobre la rejilla por diez
minutos a temperatura ambiente, transcurriendo esté tiempo se retird el exceso de
muestra con papel filtro.

Para la tincion negativa de las células, se aplico una gota de acetato de

uranilo al 0.1% filtrado. Para ello la gota se coloc6 sobre cada rejilla y se dejé por
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un tiempo no mayor a 12 segundos, transcurrido esté tiempo, se retird el exceso
de acetato de uranilo con papel filtro y se procedi6é a enjuagar las rejillas con agua
destilada filtrada.

Las rejillas fueron identificadas por su ubicacion en un portarejillas para su
valoracion en el microscopio electronico de transmision.

Para la valoracién de las muestras se utilizd el microscopio electronico de
transmision Zeiss M9 perteneciente al Departamento de patologia de la FMVZ de
la UNAM. La valoracién se llevé a cabo en varias sesiones donde se analizé la
secuencia de descondensacién presentada en cada uno de los grupos
experimentales. De cada grupo se tomaron micrografias electronicas con las
imagenes de los espermatozoides representativos de cada tiempo y grupo
experimental.

Fluorescencia

Con la finalidad de retirar el fijador, las alicuotas de las muestras fijadas de
los diferentes tratamientos (ver procedimiento con agentes quimicos
descondensantes), se lavaron tres veces con PBS filtrado por centrifugacién a
2500 rpm/3 minutos, tres lavados mas en agua bidestilada también filtrada. Las
muestras se resuspendieron en agua bidestilada. Después de esto se realizé un
frotis de cada tiempo de descondensacidén antes mencionado y se dejo secar al
aire; se colocaron en acetona por 10 minutos y se volvieron a dejar secar al aire,
ya listos los frotis se les aplicd una solucion de faloidina rodaminada (10ug/ml)
junto con Hoechst 33258 (10ng/ml) y se incubaron a temperatura ambiente por 20
minutos en camara humeda, después de la incubacion los frotis se lavaron en

PBS y agua bidestilada; después se realizd6 el montaje con glicerol-PBS (9:1)
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utilizando cubreobjetos, por ultimo se observaron en el Microscopio de
Florescencia Leica DMLS con camara Leica DFC3 FX perteneciente al
Laboratorio de Histomorfologia del Instituto Nacional de Pediatria, tomando fotos
digitales de cada tiempo de descondensacion de las muestras.

Analisis estadistico:

Se realiz6 una ANOVA para la viabilidad de los espermatozoides.
El proceso de descondensacién se valor6 a través de fotografias y
micrografias secuenciales del proceso.

Para esto se utilizé el programa de computo SPSS 10.0 para Windows.
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RESULTADOS

Viabilidad Espermatica

La viabilidad de los espermatozoides, valorada empleando la tincion de
eosina-nigrosina, fue significativamente menor en el semen descongelado en
comparacion con el fresco (55.17+9.61 vs 150+5.56; P<0.05; Cuadro 1).

Tratamientos de descondensacion

El tratamiento de los espermatozoides de caprino con papaina, y el
detergente neutro Brij 36T permitié la decapitacion y desintegracion de las
membranas y del acrosoma respectivamente. Quedando al descubierto la teca
perinuclear lo que permitié la observacion de la subestructura para evaluar los
cambios morfologicos de ésta a través del proceso de descondensacion.

En las cabezas espermaticas control (sin ningun tratamiento) provenientes
del semen fresco, la subestructura de la TP no se conservo integra, ya que en
algunas los eslabones no se observaron completos. (fig. 2a, 2b), sin embargo en
las cabezas del semen descongelado también sin ningun tratamiento el desarreglo
de la subestructura fue mas evidente, ya que la forma de eslabones de la misma
fue menor, llegando a mostrar inclusive una aparente linea electroltcida en el sitio
donde se encontraba la subestructura. (fig. 2d, 2e); adicionalmente la porcién
apical de la region subacrosomal en este tipo de muestra presentd areas de
desprendimiento mayores en las cabezas descongeladas en comparacion con las

cabezas frescas, en las que apenas se inicia el desprendimiento. (fig. 2f y 2¢)
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La incubacion de las cabezas en 5USP de heparina por 10 minutos no
produjo cambios significativos; en la ultraestructura de las cabezas del semen
fresco, las principales consistieron en el ensanchamiento de los eslabones de la
subestructura, la pérdida de homogeneidad en los mismos (fig. 3b) y el
desprendimiento de algunas areas en la region subacrosomal de la TP (fig. 3c). En
las cabezas descongeladas los cambios fueron la desestructuracion por completo
de la subestructura, dejando areas electrolucidas en su lugar. (fig. 3d, 3e).

El tratamiento de las cabezas con DTT a una concentracion de 3.75 mM
ademas de ocasionar en las cabezas frescas el ensanchamiento mayor de los
eslabones de la subestructura, provoc6 mayor pérdida de material donde se
alcanza a distinguir solo restos de subestructura, regiones mas electroltcidas en
la cabeza (fig. 4a, 4b), desprendimiento mayor de la teca en la regién
subacrosomal (fig. 4a, 4c). En cuanto a las cabezas descongeladas este
tratamiento descondensante ocasioné la formacion de fenestraciones sobre toda
la cabeza denotando una apariencia esponjosa, en donde aun es posible observar
algunos restos de subestructura (fig. 4d, 4e); la region subacrosomal presentd una
pérdida uniforme de material (fig. 4f).

La utilizaciobn en conjunto de los dos descondensantes (Heparina
5USP/DTT 3.75mM) al minuto de tratamiento produjo algunas diferencias entre las
cabezas frescas y las descongeladas teniendo las frescas una mejor definiciéon de
la subestructura que las descongeladas, en las cuales solamente fue posible
distinguir restos de subestructura y una linea mas electroltcida en su lugar (fig.
5a, 5b, 5d, 5e), notandose en los dos tipos de muestra la pérdida de material en la

zona apical de la regién subacrosomal (fig. 5c, 5f).
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En las cabezas expuestas a estos descondensantes a los tres minutos se
produjeron cambios muy marcados entre las cabezas frescas y las
descongeladas. Si bien la pérdida de la subestructura se produjo en ambos tipos
de muestras, presentaron zonas electrollcidas, denotando la descondensacion del
material genético, en las cabezas frescas estas se presentaron principalmente en
la zona postacrosomal (fig. 6a, 6b, 6¢), mientras que en las descongeladas estas
se encontraron en toda la cabeza dando a la misma una apariencia esponjosa e
inclusive con desprendimiento de material en la regién postacrosomal (fig. 6d, 6e,
6f).

A los cinco minutos con este mismo tratamiento las cabezas frescas
principalmente mostraron desprendimiento de material en la regién postacrosomal,
empezando a tener también una apariencia esponjosa debido a la aparicion de
fenestraciones en toda la cabeza (fig. 7a, 7b, 7c). En cuanto a las cabezas
descongeladas, aunque estas siguieron presentando una apariencia esponjosa las
fenestraciones eran mas numerosas; ademas presentaron abultamiento de la
region ecuatorial y la pérdida de material de ambas regiones de la TP (fig. 7d, 7e,
7f).

A los siete minutos postratamiento, las cabezas frescas mostraron
mayormente una apariencia esponjosa, debido a la presencia de zonas
electrolicidas y presentando también pérdida de material de la region
postacrosomal (fig. 8a, 8b, 8c); en cuanto a las cabezas descongeladas a este
tiempo de incubacion presentaron mas zonas electrolicidas, material
desprendiéndose de la zona postacrosomal y solo algunos restos de teca en la

zona subacrosomal (fig. 8d, 8e, 8f).
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Comportamiento de la Actina y del ADN

Se conoce que la principal proteina citoesquelética de las células en
mamiferos es la actina (Howes et al., 2001). Para saber como se comportaba esta
proteina en el proceso de descondensamiento del espermatozoide del caprino se
utilizé la faloidina-rodaminada. Al mismo tiempo se utilizé el colorante Hoechst
33342 para analizar el comportamiento del material genético de las cabezas
espermaticas.

En las cabezas provenientes del semen fresco, la faloidina-rodaminada
mostro una fluorescencia brillante en toda la cabeza en la cabeza, principalmente
en la region ecuatorial y postacrosomal (fig. 9a); el material genético tefiido con el
Hoechst mostré una coloracion azul uniforme en toda la cabeza, exceptuando una
franja en la region ecuatorial donde se observo una especie de cinturdn (fig. 9b).

Sin embargo en las cabezas de espermatozoides descongelados la
fluorescencia fue ligeramente menor, en la region postacrosomal que los frescos
(fig. 9c); por otra parte aunque el Hoechst tifio toda la cabeza la fluorescencia
detectada fue débil (fig. 9d).

Después del tratamiento por 10 minutos con heparina (5USP), la
fluorescencia de ambos marcadores disminuy6 tanto en las cabezas frescas como
descongeladas (fig. 9e, 9f, 9g, 9h).

El tratamiento por 10 minutos con DTT (3.75mM), ocasiond mayores
cambios en las cabezas de los espermatozoides descongelados, los cuales junto
con la pérdida de la definicion de la porcién caudal de la regién postacrosomal,
mostraron la perdida de marca por actina (fig. 9k); también la pérdida de material

genético marcado por Hoechst en estas zonas fue evidente (fig. 9l);
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contrariamente, aunque débil se siguidé conservando la fluorescencia para actina
en las cabezas frescas siendo inclusive mas notoria en el segmento ecuatorial (fig.
9i). En estas ultimas la marca de Hoechst se distribuy0d sobre toda la cabeza
excepto en la regién ecuatorial, donde se continué distinguiendo una banda
oscura (fig. 9))

En las cabezas sometidas a ambos agentes descondensantes (Heparina
5USP/DTT 3.75 mM) a un minuto de tratamiento se observo la marca para actina
en la region postacrosomal con mas florescencia que en la subacrosomal; siendo
mas evidente en las cabezas de los espermatozoides frescos (fig. 10a, 10c). Sin
embargo a los tres minutos las diferencias comenzaron a ser mas notorias en
cuanto a la distribucién de actina, ya que mientras que en las cabezas frescas se
conservo la florescencia en la regiéon postacrosomal y mas evidente en la region
ecuatorial (fig. 10e), en las cabezas descongeladas se presenta una
reorganizacion de la actina, presentandose la fluorescencia en los bordes de la
region postacrosomal, mostrando un aumento de tamafo de las cabezas (fig.
10g). Tanto en las cabezas frescas como en las descongeladas a los 3 minutos
postratamiento se observd un aumento en la florescencia con la técnica de
Hoechst (fig. 10f, 10h) en comparacion a las controles (sin tratamiento; fig 9b, 9d)
y a las de un minuto (fig. 10b, 10d).

A los cinco minutos con el mismo tratamiento las cabezas frescas contindan
mostrando una mayor fluorescencia para la marca de actina en la regién
postacrosomal, observandose todavia levemente el cinturén en la zona ecuatorial
(fig. 10i), sin presentar gran modificacién en tamafio. La fluorescencia del material

genético fue similar al de las cabezas frescas de tres minutos (fig. 10j). Las
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cabezas descongeladas observadas en este mismo tiempo presentaron una
fluorescencia para la actina mas débil en toda la cabeza (fig. 10k), y un ligero
hinchamiento de la regidén ecuatorial principalmente (fig. 10I).

Finalmente, a los siete minutos de tratamiento, aunque las cabezas frescas
continuaron mostrando el patrén de fluorescencia para actina, aunque menos
intenso, en la regidn postacrosomal y se presentd un ligero ensanchamiento en la
region postacrosomal cuyo borde caudal mostré una banda fluorescente de actina
(fig. 10n). En cuanto a las cabezas descongeladas Unicamente se presentd una
mancha de fluorescencia para actina, siendo mas notoria en la periferia de las
mismas (fig. 10p), sin embargo fue notorio el aumento de tamafo principalmente
de las cabezas descongeladas las cuales perdieron totalmente su forma original y
presentaron una mayor marca de Hoechst en comparacion a las anteriores (fig.
10q).

Electroforesis del extracto protéico obtenido durante la descondensacién de

las cabezas espermaticas.

En la figura 11 se muestran los patrones electroforéticos obtenidos de los
extractos protéicos obtenidos de las cabezas espermaticas sometidas a los
diferentes agentes descondensantes. La electroforesis revel6 mayor nimero de
bandas en los extractos de las cabezas espermaticas frescas que en las
descongeladas, siendo en las cabezas frescas 9 las bandas polipeptidicas
mayoritarias cuyos pesos relativos fueron de 14 hasta 89 kDa y en las
descongelas de 3 bandas polipeptidicas fueron las mayoritarias cuyos pesos
relativos fueron de 15 hasta 31 kDa. Las principales diferencias en los

tratamientos descondensantes se encontraron en la intensidad de las bandas
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mayoritarias siendo notablemente mas intensas las bandas en el tratamiento con
DTT que con Heparina tanto en las muestras frescas como descongeladas, siendo
las mayoritarias las de 15, 21, 26 y 32 kDa en las muestras frescas tratadas con
heparina; las de 15, 21, 29, 42, 49 y 65 kDa las bandas mayoritarias en las
muestras frescas tratadas con DTT; en comparacion solo 2 bandas se tifileron mas
intensamente en las muestras descongeladas tratadas con Heparina (23 y 29 kDa)
y las tratadas con DTT las de 22 y 29 kDa.

El aumento de intensidad en las bandas mayoritarias también se observo
durante el proceso de descondensacion empleando ambos descondensantes, las
cuales conforme avanzo el tiempo de incubacion aumentd la intensidad de las
bandas tefidas; en las muestras de cabezas de semen fresco, las bandas mas
intensamente tefidas fueron las de 14, 23, 30, y 42 kDa; y de 19, 26 y 31 kDa en

las muestras de semen descongelado.
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DISCUSION

Se sabe que en los mamiferos la teca perinuclear es el principal elemento
citoesquelético de la cabeza espermatica (Sutovsky et al., 2003), y que ésta es
sensible al proceso de congelacion, como ha sido reportada por Martinez (2006),
Gutiérrez (2006) y Aceves (2008). Estos autores propusieron a la subestructura de
la teca, como marcador morfolégico del dafio general sufrido durante el proceso
de congelacion-descongelacion tanto en el bovino, en el cerdo, como en el
caprino. En cada una de las investigaciones anteriores se manifesto
contundentemente este dafo causado por la criopreservacion como pérdida de la
integridad y continuidad de la subestructura, coincidiendo con los resultados
obtenidos en el presente trabajo (fig. 4b, 4e). Sin embargo, no fue posible
cuantificarse, como en los proyectos antes mencionados, debido a que la
subestructura ya se encontraba ligeramente dafiada en las cabezas de los
espermatozoides control, esto posiblemente debido al método de decapitamiento
de los espermatozoides, ya que la proteasa empleada (papaina) pudo danar a la
subestructura; sin embargo si se observé un dafio mayor en la subestructura de
las cabezas descongeladas que en las frescas.

El proceso de criopreservaciéon modificé el tiempo de descondensacion de
las cabezas provenientes del semen descongelado, adelantandolo en relacion a
las cabezas espermaticas frescas. Siendo ésto mas notorio cuando se aplicaron
ambos agentes descondensantes juntos (Heparina SUSP/DTT 3.75mM). Estos

resultados difieren a lo descrito en cerdo por Hamamah et al. (1990), Cérdova et
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al. (2002) y Gutiérrez (2006) en el espermatozoide criopreservado del cerdo,
quienes observaron un retraso en la descondensacion. Hamamah et al. (1990) y
Cdrdova et al. (2002) atribuyen tal retraso a una sobrecondensacion de la
cromatina; lo cual es poco probable que haya sucedido en este estudio ya que las
cabezas espermaticas descongeladas tratadas unicamente con DTT presentaron
una mayor reaccion al descondensante que las cabezas espermaticas frescas.
Esto ultimo también fue encontrado por Gutiérrez (2006), el cual sugiere que la
respuesta no esta basada en una sobrecondensacion como lo manifiestan
Hamamah et al. (1990) y Cérdova et al. (2002) donde existirian mayor numero de
enlaces disulfuro, haciendo mas retardado el efecto de este reductor de puentes
disulfuro, sino a otro tipo de alteracion originada por la criopreservacion sobre la
teca, lo que posiblemente afecte el proceso de descondensacién, tomando en
consideracion que la teca tiene gran cantidad de proteinas y algunas de ellas
podrian servir como activadoras en diversos procesos de sefializacion.

Aunque el tratamiento con la heparina (5USP) no tuvo grandes
repercusiones sobre las cabezas espermaticas, si tuvo efecto sobre la
descondensacion de las mismas, y sobre la subestructura, la cual en las cabezas
espermaticas frescas produjo un ensanchamiento de los eslabones de la
subestructura, mientras que en las descongeladas ocasion6 la pérdida de la
misma. Esto posiblemente se deba a las caracteristicas de las proteinas de la teca
perinuclear, ya que se ha reportado que dichas proteinas tienen un caracter
basico (Gutiérrez, 2006; Longo, 1987). Con los resultados observados en este

estudio con el tratamiento de DTT, podemos sugerir que este compuesto podria
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funcionar como descondensante Unico a una mayor concentraciéon en los
espermatozoides descongelados.

La localizacion de actina, por medio del empleo de faloidina rodaminada en
las cabezas de los espermatozoides control fue similar a la mencionada para otras
especies, siendo mas brillante la florescencia en la zona postacrosomal, como se
menciona para los borregos (de las Heras et al., 1997); sin embargo, no esta
descrito en ninguna especie el patrén de localizacion de la actina relacionada al
proceso de descondensacion en los espermatozoides congelados-descongelados.
Respecto a ésto la redistribucién de la actina de la region postacrosomal, la cual
se fue despolimerizando y perdiendo florescencia hasta verse similar a la de la
region subacrosomal debido a la descondensacion en esta region; siendo
importante mencionar estos resultados sirven como base para posteriores
investigaciones al respecto.

Por otra parte la descondensacion del material nuclear inicié en la region
postacrosomal, lo que difiere con lo reportado en la literatura in vivo, ya que se
menciona que dicha descondensacion inicia cerca de la regién ecuatorial del
espermatozoide, donde también se inicia la desestructuracion de la teca
perinuclear y de la envoltura nuclear (Yaganimachi, 1994; Sutovky, 2003). Lo
anterior también difiiere de lo encontrado en el cerdo, el cual inicia la
descondensacion por la zona apical de la region subacrosomal (Gutiérrez, 2006).
Sin embargo, coincide con lo encontrado por Gall y Ohsumi (1976) los cuales
descondensaron cabezas espermaticas de raton, rata, cobayo y conegjo,
describiendo el inicio de la descondensacidén por la region postacrosomal, lo

interesante de estos trabajos es que para la decapitacion también utilizaron una
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proteasa (tripsina) antes de descondensar con la misma proteasa y DTT, la
posible accién que pudo haber ejercido la proteasa sobre las proteinas de la
region postacrosomal fue la de debilitarlas y hasta degradarlas permitiendo la
descondensacion del material nuclear de esta region y dar patrones de
descondensacion similares a los obtenidos en este estudio, ya que para el
proceso de decapitacion se utilizoé la papaina, la cual es otra proteasa que ellos
mismos mencionan podria sustituir a la tripsina, sin embargo, es importante
mencionar que los patrones de descondensacidon obtenidos pudieron ser una
variacion de especie.

Las proteinas constituyentes de la teca perinuclear estan siendo alteradas
por el proceso de criopreservacion, posiblemente debido a la termosensibilidad
que presentan algunas proteinas citoesqueleticas (Hall et al., 1993; Watson,
1995), por este motivo se presentaron diferencias en la extraccion de las proteinas
de la teca perinuclear en cabezas espermaticas de semen caprino fresco y
descongelado. Se observéd una diferencia en el numero de bandas, siendo mayor
el numero en las muestras frescas (9 bandas) que en las descongeladas (3
bandas); coincidiendo estos resultados con lo descrito en el cerdo, donde se
obtuvieron 16 bandas en las muestras frescas y 13 bandas en las muestras
descongeladas (Arancibia, 2006); ambas especies difieren a lo observado en el
bovino, donde se obtuvieron en promedio un menor numero de bandas en las
muestras frescas (4 bandas) que en las descongeladas (7 bandas; Felipe, 2006),
lo que podria sugerir una diferencia en el contenido proteico entre especies.

En la extraccion diferencial de las proteinas de la teca perinuclear, en este

estudio se obtuvieron bandas proteicas similares a las reportadas para las
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proteinas que componen la teca perinuclear del espermatozoide de bovino (Oko y
Maravei, 1994). Las bandas proteicas encontradas en este estudio se encuentran
en el rango de 14-97kDa, las cuales coinciden con las proteinas reportadas
existentes como integrantes de la teca perinuclear de bovino como: la Perf 15 de
15.5 kDa (Oko y Maravei, 1994); proteinas solubles en alcalis de 25-60 kDa (Oko
y Maravei, 1994); CPa3 y CPB3 de 31y 34.74 kDa (Von Bulow et al., 1997); actina
de 43 kDa (Flaherty et al., 1988); banda multipeptidica (MBP) de 56-74 kDa
(Longo et al., 1987); Calicina de 60 kDa (Oko y Maravei, 1994); Cilicina | y Cilicina
Il de 74 y 53.5kDa (Hess et al., 1995).

También en este trabajo se observd que el tratamiento con DTT logré una
mejor descondensacion que el tratamiento con heparina, esto se corrobora gracias
a una mayor extraccion diferencial de proteinas la cual se visualiza como una
mayor intensidad de bandeo, lo que nos permite suponer que el DTT para semen
de caprino podria funcionar como descondensante Unico a una mayor
concentracion; sin embargo en conjunto ambos descondensantes tienen una
accién sinérgica, demostrada en la extraccion proteica con el aumento de
intensidad de las bandas conforme avanza el proceso de descondensacion, ya
que el DTT ayuda a liberar al material genético debido a que es un reductor de
enlaces disulfuro y con la ayuda de la heparina, que compite con el ADN por las
protaminas, se logra realizar la descondensacion en menor tiempo vy
concentracion de ambos descondensantes (Seligman et al., 1994; Motoishi et al.,
1996; Delgado et al., 1999; Kobayashi et al., 1999; Sutovsky et al., 2003, Nakai et

al., 20086).
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Conclusiones

Durante el proceso de congelacibn y descongelacién la
subestructura de la teca perinuclear se ve alterada y dafnada.

El menor nimero de bandas proteicas observadas en el extracto de
la TP, indican una desestabilizacién bioquimica de la TP después del
procedimiento de congelacién-descongelacion.

La criopreservacion modifica el proceso de descondensacion
nuclear, ya que los espermatozoides alteran la velocidad de
descondensacion normal. Esta modificacion en la velocidad de
descondensacion podria estar mas relacionada con la pérdida de
algan factor regulador de la teca perinuclear, que con una
sobrecondensacion nuclear.

Los descondensantes (Heparina y DTT) de manera individual no
alcanzan a descondensar completamente las cabezas espermaticas,
pero al combinarlos la descondensacion ocurre en minutos.

Los patrones de la actina se ven modificados durante la
descondensacion, viéndose disminuida la cantidad de esta durante
el proceso.

El patron de descondensaciéon del material nuclear en el caprino se
inicia en la regién postacrosomal y continla posteriormente hasta

completar la totalidad de la cabeza.
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FRESCO DESCONGELAD(
Vivos 150.00+5.562 55.17+9.61°
Muertos 49.67+6.80° 128.17+9.61°

Literales diferentes indican diferencia significativa (P<0.05), mediastee

Cuadrol Comparacién de la viabilidad en semen fresco y descongelado.
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Figura2 Cabezas espermaticas sin ningun tratamiento (Ctrl)
Panel superior cabeza de espermatozoide fresco y panel inferior cabeza de espermatozoide descongelado: a) y d) cabezas completas,

b) y e) acercamientos a la region postacrosomal, c¢) y f) acercamiento a regién subacrosomal.
b) Se observa que perdi6 integridad la subestructura de la teca perinuclear, alcanzdndose a ver los eslabones de la misma.
¢) Se alcanza a percibir el inicio del desprendimiento de la teca en la region subacrosomal.
e) No se definen bien los eslabones de la subestructura, observandose una linea mas electrollcida.
f) Se observa un desprendimiento casi total de la teca subacrosomal.
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Figura3  Cabezas espermaticas tratadas con heparina (H10)
Panel superior cabeza de espermatozoide fresco y panel inferior cabeza de espermatozoide descongelado: a) y d) cabezas completas,

b) y e) acercamientos a la region postacrosomal, c) y f) acercamiento a region subacrosomal.
b) Se observa casi en su totalidad la integridad de la subestructura notandose los eslabones ensanchados.
c¢) Se percibe el desprendimiento de la teca en la region subacrosomal.
e) Desaparece la subestructura y solo se nota una linea mas electrollcida.
f) Se observa desprendimiento de la teca subacrosomal.
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Figura4  Cabezas espermaéticas tratadas con DTT (D10)
Panel superior cabeza de espermatozoide fresco y panel inferior cabeza de espermatozoide descongelado: a) y d) cabezas completas,
b) y e) acercamientos a la region postacrosomal, c) y f) acercamiento a region subacrosomal.
b) Se observan restos de la subestructura.
c) Se percibe el desprendimiento de la teca en la region subacrosomal de forma ondulada, desprendiendose mayor cantidad de
material que con la heparina.
e) Se observan restos de la subestructura.
f) Se observa desprendimiento de la teca subacrosomal.
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Figura5 Cabezas espermaticas tratadas con heparina/DTT a un minuto después de aplicado el tratamiento (H/D1)
Panel superior cabeza de espermatozoide fresco y panel inferior cabeza de espermatozoide descongelado: a) y d) cabezas completas, b) y e)
acercamientos a la regién postacrosomal, c) y f) acercamiento a region subacrosomal.
a) y d) No se notan grandes cambios. Se puede ver que las diferencias no son aparentes, las cabezas son bien delineadas y la pérdida de material no es
muy perceptible.
b) Se observa que perdié integridad la subestructura de la teca perinuclear, alcanzandose a ver algunos eslabones de la misma.
c) Se alcanza a percibir el inicio del desprendimiento de la teca en la region subacrosomal.
e) No se definen bien los eslabones de la subestructura, observandose una linea més electrolicida.
f\ Se alean7a a nercihir el inicin del decnrendimientn de |a teca sithacrnenmal
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Figura 6 Cabezas espermaticas tratadas con heparina/DTT a 3 minutos después de aplicado el tratamiento (H/D3)
Panel superior cabeza de espermatozoide fresco y panel inferior cabeza de espermatozoide descongelado: a) y d) cabezas completas, b) y e)
acercamientos a la regién postacrosomal, c) y f) acercamiento a region subacrosomal.
a) y d) Se notan diferencias en el tamafio de las cabezas, teniendo la descongelada un aspecto esponjoso y mas hinchado que la fresca. Observandose
zonas electrolicidas que representan descondensacion en la cabeza descongelada.
b) Se perdi6 la subestructura de la teca perinuclear notandose una linea mas electrolicida marcando la ausencia de ésta.
¢) Ya se perdio la subestructura de la teca perinuclear, no se percibe la linea electroltcida.
e) Se marca el desprendimiento de material por la regién postacrosomal.
f) Se observa la cabeza desnuda en la regién subacrosomal.




Figura7 Cabezas espermaticas tratadas con heparina/DTT a 5 minutos después de aplicado el tratamiento (H/D5)
Panel superior cabeza de espermatozoide fresco y panel inferior cabeza de espermatozoide descongelado: a) y d) cabezas completas, b) y e)
acercamientos a la regién postacrosomal, c) y f) acercamiento a region subacrosomal.
a) y d) Se notan diferencias en el tamafio de las cabezas, teniendo la descongelada un aspecto esponjoso y mas hinchado que la fresca, cerca de la
region ecuatorial. Observandose zonas electrollicidas que representan descondensacién en ambas cabezas.
b) Se muestra el desprendimiento de material en la region posacrosomal.
c) Se muestra la pérdida de material en la region subacrosomal.
e) Se observa pérdida de material en la region posacrosomal.
f) Se observa desprendimiento de la region subacrosomal.




Figura8 Cabezas espermaticas tratadas con heparina/DTT a 7 minutos después de aplicado el tratamiento (H/D7)
Panel superior cabeza de espermatozoide fresco y panel inferior cabeza de espermatozoide descongelado: a) y d) cabezas completas, b) y e)
acercamientos a la region postacrosomal, c) y f) acercamiento a region subacrosomal.
a) y d) Se notan diferencias en el tamafio de las cabezas, teniendo la descongelada un aspecto esponjoso y mas hinchado que la fresca, cerca de la
region ecuatorial. Observandose zonas electrollicidas que representan descondensacién en ambas cabezas.
b) Se muestra el desprendimiento de material en la region posacrosomal.
c) Se muestra la pérdida de material en la region subacrosomal.
e) Se observa pérdida de material en la regién posacrosomal.
f) Se observan restos de la teca subacrosomal.
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FIGURA 9 CABEZAS DE ESPERMATOZOIDES TRATADOS CON HEPARINA'Y
DTT DURANTE DIEZ MINUTOS USANDO LAS TECNICAS DE FALOIDINA
RODAMINADA Y HOECHST

a) y b) Control Fresco (Ctrl)

c) y d) Control Descongelado (Ctrl)
e)yf) Heparina Fresco (H10)

g) y h) Heparina Descongelado (H10)
i)yj) DTT fresco (D10)

k)yl) DTT Descongelado (D10’)
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FIGURA 10 CABEZAS DE ESPERMATOZOIDES TRATADOS EN COI\JJUNCION DE
HEPARINA Y DTT EN DIFERENTES TIEMPOS USANDO LAS TECNICAS DE
FALOIDINA RODAMINADA Y HOECHST

a) y b) Heparina/DTT 1 minuto Fresco (H/D1)

c)yd) Heparina/DTT 1 minuto Descongelado (H/D1’)
e)yf) Heparina/DTT 3 minutos Fresco (H/D3)

g) y h) Heparina/DTT 3 minutos Descongelado (H/D3")
i)yj) Heparina/DTT 5 minutos Fresco (H/D5)

kK)y 1) Heparina/DTT 5 minutos Descongelado (H/D5’)
n)y o) Heparina/DTT 7 minutos Fresco (H/D7)

p)y q) Heparina/DTT 7 minutos Descongelado (H/D7’)
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Figura1l Patrdn electroforético de las

proteinas extraidas durante la descondensacidon en semen fresco y descongelado con diferentes procedimientos descondensantes.
La barra marcada con MP muestra los marcadores de peso. Las barras marcadas con F muestran las bandas proteicas extraidas del semen
fresco. Las barras marcadas con D muestran las bandas proteicas extraidas del semen descongelado. Los procedimientos descondensantes

fueron los mencionados anteriormente.
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