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Resumen.

La crioconservacién permite el almacenamiento de espermatozoides a largo plazo, es una
técnica ampliamente utilizada, que ocasiona dafos parciales e irreversibles que conducen
en ultima instancia a una reduccion de la viabilidad y a una baja de fertilidad después de
la Inseminacion Artificial. Los espermatozoides de los mamiferos deben residir en el tracto
reproductor femenino por un periodo obligatorio de tiempo para adquirir la capacidad de
fertilizacibn en un proceso conocido como capacitacion, seguido por la reaccién
acrosomal, que consiste en la liberacion de enzimas hidroliticas que ayudan a los
espermatozoides a penetrar a través de la zona pellcida y llegar al oolemma y lograr la
fertilizacion. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la ocurrencia de cambios en la
membrana plasmatica de espermatozoides del borrego doméstico, obtenidos mediante
electroeyaculacion y lavados de cola de epididimo tanto en fresco como al descongelado
durante los procesos de capacitacion y reaccion acrosomal, asi como detectar la
ocurrencia y temporalidad de la pérdida de la asimetria de la membrana plasmética. Para
la realizacion del presente trabajo se utilizé el semen de 14 machos en edad adulta (entre
tres y cinco afios), divididos en dos grupos de siete individuos para la evaluacion de
semen obtenido mediante electroeyaculacion y siete para la evaluacibn de semen
epididimal, en los que se evalud la capacitaciébn espermatica mediante el ensayo de
clortetraciclina, reacciéon acrosomal mediante la tincién azul brillante de coomassie y
perdida de la asimetria con Anexina V, en fresco y al descongelado tras la congelacién en
el medio tris fructosa y con 6% de glicerol. Se indujo la capacitacion con heparina y
reaccién acrosomal con progesterona in vitro. Al comparar el semen elelctroeyaculado y
epididimal no se observaron diferencias significativas, aunque tras evaluar el proceso de
criopreservacion e incubacién si se observaron diferencias significativas. Los resultados
permiten concluir que con ambos métodos de recoleccion es posible obtener

espermatozoides de carnero de buena calidad para la inseminacion artificial.

Palabras claves: capacitacion, reaccion acrosomal, asimetria membranal, epididimo, electro
eyaculado



Summary.

Cryopreservation allows storage of long term sperm, it is a widely used technique,
causing patrtial irreversible damage which can lead to a reduction in viability and a low
fertility after artificial insemination. Mammalian sperm must reside in the female
reproductive tract for a required period of time to acquire fertilizing capacity in a process
known as capacitation, followed by the acrosome reaction, that is the release of hydrolytic
enzymes that help the sperm to penetrate the zona pellucida and reach the oolemma and
achieve the fertilization. The aim of this work was to study the occurrence of changesin the
plasma membrane of sperm of domestic sheep, obtained by electroejaculation and
washed tail epididymis both fresh as at thawed during capacitation processes and
acrosome reaction, also as to detect the occurrence and timing of the loss of plasma
membrane asymmetry. To carry out this work the semen of 14 males in adulthood
(between three and five years) were used, divided into twoo groups of seven individuals
for semen evaluation obtained by electroejaculation and seven to evaluate epididymal
sperm, in which sperm capacitation was evaluated by chlortetracycline assaying,
acrosome reaction by Coomassie Brilliant Blue staining and the loss of asymmetry by
Annexin V, fresh and thawed, after freezing in the medium tris fructose and 6% glycerol.
Was induced in vitro the capacitation by heparin and the acrosome reaction by
progesterone. Comparing electroejaculation and epididymal sperm no significant
differences were observed, but after evaluating the cryopreservation process and
incubation if significant differences were observed. The results show that both methods of

collection is possible to obtain sperm from sheep of good quality for artificial insemination.

Keywords: capacitation, acrosome reaction, membrane asymmetry, epididymis,

electroeyaculation.
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1.- Introduccién

En las dltimas décadas, la diversidad genética de los animales de granja ha disminuido
rapidamente, debido principalmente a los cambios en las demandas del mercado y a la
intensificacién de la agricultura. EI aumento de la conciencia sobre la reduccién de la
diversidad genética ha promovido esfuerzos globales para la conservacion de las razas de
animales de granja por varias razones, por ejemplo, mantener los genes potencialmente
ttiles y las combinaciones de estos, para aprovechar la heterosis y superar la seleccion
sin variacion, asi como por razones culturales, de investigacion y sobre la seguridad
alimentaria. Se han propuesto dos tipos de estrategias de conservacién, in situ y ex situ.
En la conservacion in situ, la raza es mantenida dentro del sistema de produccion
ganadera, en su medio ambiente. La conservacion ex situ in vivo es la salvaguarda de
animales vivos en los zoolégicos, parques naturales, granjas experimentales u otros
centros especializados. La conservacion ex situ in vitro es la conservacion de material
genético en forma haploide (semen y ovocitos), diploide (embriones) o secuencias de
ADN. En las ultimas décadas en la industria ganadera, los programas de conservacién ex
situ in vitro de los recursos genéticos han centrado su interés en la criopreservacion de
gametos y embriones, con el fin del alargamiento de la vida util de la genética de los
individuos en programas de reproduccion incluso después de la muerte (Mara et al.,
2013).

Aunque la inseminacién artificial (I1A), ha sido utilizada rutinariamente durante muchos
afos, definitivamente esta merece especial atencidon debido a su relativa simplicidad y
relevancia econdémica. Mientras que los arabes fueron los primeros en reportar sobre la IA
en caballos alrededor de 1322, tuvimos que esperar hasta 1922, para que lvanoff pusiera
en marcha esquemas de procedimientos de IA para ser utilizados en caballos, vacas,
ovejas y cerdos (Estany et al., 2010). Por otra parte Phillips y Lardy en 1939 fueron los
primeros en utilizar yema de huevo para proteger a los espermatozoides de toro del
choque térmico durante el enfriado. Salisbury et al., en 1941 mejoraron los medios con el
uso de citrato de sodio y yema de huevo, permitiendo el uso del semen a 5 °C durante un
maximo de tres dias. Polge y colaboradores en 1949 fueron los primeros en congelar
exitosamente semen de aves y toro mediante el uso de glicerol en el medio extensor
(Ombelet et al., 2015).



La crioconservacion es una de las biotecnologias mas importantes a disposicién de la
industria animal ya que permite el almacenamiento a largo plazo y la diseminacion
eficiente de la genética (Leahy et al., 2010). Es una técnica ampliamente utilizada, pero
gue ocasiona dafios parciales irreversibles. Esto se ha atribuido al choque frio, estrés
oxidativo, modificaciones membranales, toxicidad del crioprotector, formacién intracelular
de cristales de hielo, y fluctuaciones en la presién osmoética a las que los espermatozoides
se exponen durante todo el proceso. Posteriormente tales lesiones pueden conducir a una
reduccién de la motilidad espermética y a una baja de fertilidad después de la
inseminacion artificial (Jafaroghli et al., 2011). Particularmente el proceso de congelacién-
descongelacion causa un significativo dafio subletal en los espermatozoides reduciendo la
condicién heterogénea de la poblacion espermatica, de tal manera que la fertilidad de las
ovejas se ve reducida después de la inseminacién cervical, incluso si se utiliza una gran
cantidad espermatozoides de carnero congelados-descongelados moviles y viables
(Leahy et al., 2010).

A principios de los afios 50, Chang y Austin informaron de forma independiente que los
espermatozoides de mamiferos deben residir en el tracto reproductor femenino por un
periodo obligatorio de tiempo para adquirir "la capacidad de fertilizacion" en un proceso
conocido como capacitacion. Este descubrimiento fue esencial para el desarrollo de la
fertilizacion in vitro de los mamiferos, la cual se logré por Chang ocho afios mas tarde
(Buffone et al., 2014). Demostrada inicialmente en conejos en 1959, la capacitacion in
vitro, en la mayoria de las especies de mamiferos se logra mediante incubacion de los
espermatozoides en un medio simple que imita al medio oviductal (Coy et al., 2012).
Bracket et al, en una serie de informes demostraron que la breve exposicion de semen
bovino lavado en medios de alta fuerza id6nica (HIS) inducen en los espermatozoides la
suficiente capacitacion para fertilizar in vivo ovocitos bovinos maduros (Parrish et al.,
2014). En 1992, Cox et al., reportaron que el semen de carnero incubado con heparina
presenta una mayor ocurrencia de reaccion acrosomal y mayores porcentajes de fertilidad

qgue el semen sin este tratamiento (Merino-Gonzalez et al., 2003).

Por tal motivo la evaluacién del estado de capacitacion y reaccion acrosomal en
espermatozoides eyaculados y epididimales en fresco y descongelados, resulta en una

herramienta para evaluar el estado en el que estos se encuentran durante el proceso de



criopreservacion, que va desde la recoleccion, hasta su posible estadio in Utero. Debido a
gue los espermatozoides pueden ser utilizados en las diferentes técnicas de reproduccién
asistida disponibles para lograr un mejor desempefio reproductivo, tales como la
ovulacién multiple y transferencia de embriones, la produccién de embriones in vitro y la
criopreservacion de semen y embriones. La producciéon de embriones in vitro cobra
importancia gracias al potencial que representa producir embriones ovinos, incluso
durante la temporada no reproductiva, a través de la maduracion y las técnicas de
fertilizacion in vitro, acortando el intervalo generacional. Los corderos de este modo se
pueden producir a pesar de que las ovejas son de reproduccién estacional (Nts’emelo et
al., 2010).



2.- Marco Tebrico

2.1.- Anatomia reproductiva del macho
La anatomia del érgano reproductor en los ovinos es similar a la de otros rumiantes. La
uretra peneana esta rodeada por el cuerpo esponjoso del pene en toda su longitud y esta
termina como un apéndice vermiforme. La estructura mas prominente del pene es el
cuerpo cavernoso, este se compone de un espacio cavernoso soportado por trabéculas
fibrosas. Este tejido cavernoso esta situado en la superficie dorsal y rodea parcialmente al
cuerpo esponjoso. Todo el pene esta rodeado por la tinica albuginea. Los dos musculos
retractores del pene apareados surgen de las vértebras coccigeas y pasan alrededor del
ano para convertirse en dos musculos distintos que se adhieren a la superficie
ventrolateral del pene en la curvatura distal de la flexura sigmoidea. El pene normalmente
se mantiene curvado en forma de S (flexura sigmoidea) excepto durante la ereccion y la

eyaculacion gracias al masculo retractor del pene (Pugh et al., 2012).

El escroto es pendulante, contiene a los testiculos y los mantiene suspendidos fuera del
cuerpo. El escroto esta compuesto por ondulaciones de la epidermis. Debajo de esta piel
se encuentra un plexo rico en vasos sanguineos, linfaticos y glandulas sudoriparas. El
dartos, es una capa de musculo liso, que esta conectado a las tlunicas vaginales del
testiculo por la fascia escrotal, compuesta por tejido conjuntivo. Las tdnicas vaginales son
prolongaciones del peritoneo y forman una cubierta protectora sobre los testiculos. El
espacio entre las dos capas de la tunica vaginal (parietal y visceral) que se refleja
alrededor del testiculo, normalmente contiene una pequefia cantidad de liquido peritoneal.
El septo escrotal, compuesto principalmente por el misculo dartos, que divide al escroto
en dos mitades (Pugh et al., 2012).

El testiculo en si estd rodeado por una capa gruesa de tejido conectivo fibroso conocido
como la tdnica albuginea. El parénquima del testiculo se compone por los tubulos
seminiferos que contienen células germinales y células de soporte (Células de Sertoli).
Los tabulos seminiferos desembocan en la rete testis, que a su vez es drenada por 10 a
12 conductos eferentes, éstos ductos desembocan en la cabeza del epididimo, que se
encuentra de forma dorsal craneolateral al testiculo. El cuerpo del epididimo se curva

alrededor de la parte lateral de los testiculos y termina caudomedialmente, como la cola



del epididimo, esta estructura tubular se refleja dorsalmente y se convierte en el conducto
deferente (Pugh et al., 2012).

Los ovinos presentan un gran complemento de glandulas sexuales accesorias. Las
pequefas glandulas bulbouretrales se localizan caudalmente en la cavidad pélvica a cada
lado de la uretra pélvica y pueden ser palpadas por via rectal. Estos animales también
presentan glandulas vesiculares lobuladas, que difunden hacia la préstata, y una

ampliacion de los conductos deferentes conocida como la ampolla (Pugh et al., 2012).

2.2.- Espermatogénesis
El espermatozoide es el producto final de la espermatogénesis, es generado a través de
procesos sucesivos de mitosis, meiosis, y fases postmeitticas dentro de los tubulos
seminiferos en el testiculo. Durante la fase mitética, las células madre de la linea germinal
experimentan una serie de divisiones celulares que amplian la poblacion de
espermatogonias. La primera fase meiética comienza con la Ultima fase S del ciclo celular
y culmina en la segunda fase meiética que se produce rapidamente sin la replicacion del
ADN para producir espermétides haploides. Los espermatozoides son formados durante
la fase postmeibtica, que se caracteriza por una amplia remodelacion de las espermatidas
en espermatozoides mediante la formacion del acrosoma, condensacion del ndcleo,
desarrollo flagelar y perdida de citoplasma. Estos eventos dan lugar a la produccion de
una célula espermética altamente diferenciada en estructura y funcion. Este desarrollo lo
hace capaz de fusionarse con un Ovulo para iniciar la proxima generacion. El
espermatozoide tiene una pequefia cantidad de citoplasma y carece de la mayoria de los

organelos comunes en las células somaticas (Toshimori et al., 2015).

La espermatogénesis en ovinos requiere aproximadamente el 49 a 60 dias desde el inicio
de la division de las células germinales hasta que los espermatozoides se liberan de los
tubulos seminiferos. Se requieren de otros 10 dias a 2 semanas para que los
espermatozoides pasen desde los tubulos seminiferos y través del epididimo (Pugh et al.,
2012).

2.3.- Estructura espermatica

Los principales componentes del espermatozoide son la cabeza y el flagelo, unidos por la



pieza conectora o cuello. La cabeza contiene al nucleo, al acrosoma, y una pequefia
cantidad de citoplasma, en el que las estructuras del citoesqueleto estan minuciosamente
organizadas. El nucleo contiene cromatina altamente condensada y estd cubierto
anteriormente por el acrosoma, vesicula citoplasmatica contenida por una membrana que
contiene enzimas hidroliticas y moléculas necesarias para la fertilizacién. A partir de la
pieza conectora (cuello), el flagelo se divide sucesivamente en la pieza media, pieza
principal, y la pieza terminal. La pieza conectora contiene derivados centriolares y
columnas segmentadas. El flagelo contiene un complejo central de microtibulos que
forman al axonema, rodeado por fibras densas externas que se extienden desde el cuello
hasta la pieza principal. La pieza media contiene la vaina mitocondrial, una envoltura de
mitocondrias en forma de hélice que rodea a las fibras densas externas y al axonema. La
pieza principal representa la mayor parte de la longitud del flagelo, es definida por la
presencia de una vaina fibrosa que rodea las fibras densas externas y al axonema. La
pieza final es el segmento final y s6lo contiene los microtdbulos del axonema. La cabeza y
el flagelo estan estrechamente rodeados por la membrana plasmatica y contienen una

escasa cantidad de citoplasma (Toshimori et al., 2015).

2.4.- Maduracion epididimal

Durante la maduracion, los espermatozoides pierden la mayor parte de su citoplasma y se
someten a la condensacién cromosémica, reduciendo su capacidad antioxidante
enddgena y aumentando su dependencia del ambiente extracelular (Fang et al., 2015). La
maduracion espermatica es un proceso de mdultiples pasos. Si bien es necesario el
desarrollo de un patrén maduro de motilidad, este no es suficiente para hacer que un
espermatozoide sea capaz de fertilizar. Algunos de los cambios de maduraciéon como la
motilidad pueden ser intrinseco a la célula espermatica y desarrollarse con el tiempo, sin
embargo, otros como la capacidad para interactuar con el évulo dependen del ambiente
epididimal (Robaire et al., 2015).

Existen proteinas como como Arilsulfatasa (AS-A), componente del liquido de la cauda
epididimal, que son adquiridas por el espermatozoide durante su transito por el epididimo,
donde se une a la superficie de la cabeza del espermatica. Esta enzima capaz de
dispersar los complejos cumulus-ovocito, ayudando al espermatozoide a alcanzar al

ovocito, en donde media la unién a la zona peltcida (Rodrigues et al., 2013).



Estudios de espermatozoides del epididimo co-incubados en cultivos celulares de epitelio
epididimal han confirmado el papel del epididimo en la promocion de la maduracion
espermatica. En estos cultivos, espermatozoides de la cabeza epididimal fueron
sometidos a cambios de maduracién morfoldgica dirigida a la cabeza, estos cambios
fueron acompafados por motilidad progresiva. Cultivos de espermatozoides inmaduros
tomados de la cabeza o el cuerpo del epididimo, en células de la cola del epididimo no
s6lo aumentan su motilidad, sino que también incrementan su capacidad para unirse y
atravesar a la zona pelucida y colaboran en el desarrollo embrionario. Estos cambios de
maduraciéon son promovidos por factores andrégeno - dependientes de las células
principales del epididimo. Tanto in vivo como in vitro, las etapas finales del proceso de

maduracién espermatica, dependeran del epididimo (Robaire et al., 2015).

2.5.- Superficie espermética

Los espermatozoides tienen una morfologia polarizada caracteristica y su superficie esta
altamente diferenciada y subdividida en dominios regionales que difieren en composicion
y funcién. La diferenciacion y segregaciéon de la superficie espermética se establece
durante la espermatogénesis. Se pretende que esta segregacidon es importante para
prevenir el inicio prematuro de eventos tales como la adquisicibn de la motilidad,
hipermotilidad, capacitacién, reaccion acrosomal, y la interaccion espermatozoide-évulo
gue debe ocurrir en el momento mas apropiado durante la fertilizacién. Sin embargo, aun
cuando una vez ya establecidas, algunas de estas moléculas que estan secuestradas en
estos dominios pueden ser redistribuidas dentro y entre los dominios definidos después
de la liberacion de espermatidas maduras en el lumen de los tdbulos seminiferos
(espermiacién). Estos cambios provocan la mezcla selectiva y el acarreo de proteinas
entre dominios, que eventualmente inducen interacciones coordinadas de proteinas y vias
de sefializacion especificas que culminaran en los cambios funcionales (Toshimori et al.,
2015).

En el epididimo, los componentes espermaticos estan protegidos por glicoproteinas de la
superficie celular, de diversas maneras (por ejemplo, por residuos de acido sialico). Los
espermatozoides estan protegidos de la aglutinacion aunque estos estan densamente
empaguetados en el epididimo y el conducto deferente. El acido sialico expresado en la

superficie espermatica es capaz de enmascarar epitopos de las moléculas antigénicas del



espermatozoide, de esta manera los residuo de acido sialico funcionan inhibiendo la
aglutinacién-cola con cola. Los residuos de acido siélico son secretados activamente por
las células epiteliales del epididimo, y se unen a la superficie espermatica durante la
maduracion. En carneros, la carga negativa superficial neta de los espermatozoides
testiculares es baja pero se convierte en alta conforme éstos pasan a través del
epididimo, debido la carga negativa que el acido sialico confiere sobre la superficie del

espermatozoide maduro (Toshimori et al., 2009).

2.6.- Plasma seminal

El plasma seminal, es una secrecién fisiolégica de las glandulas del tracto reproductor
masculino, éste tiene un papel importante en la maduracion espermatica, y funciona como
un vehiculo para los espermatozoides eyaculados (Bernardini et al., 2011). El plasma
seminal se compone de iones inorganicos, azlcares, sales organicas, lipidos, enzimas,

prostaglandinas, proteinas y muchos otros factores. (Soleilhavoup et al., 2014)

En el carnero este estd compuesto por: Fructosa 150-600 mg/dL; Glucosa 0.9-1.6 mg/dL;
Acido citrico 110-260 mg/dL; Proteinas totales, g/dL 2.30-2.50; Lipidos Totales 254-396
mg/dL; Fosfolipidos ... Colesterol ... Acido glutamico 4.5-5.2 mg/dL; Na* 120-258 mg/dL;
K* 50-140 mg/dL; Ca** 6-15 mg/dL; P 4.8-12.0 mg/dL; CI" 86 mg/dL; Mg®" 2-13 mg/dL;
Zn®* 56-179 mg/dL; Testosterona pg/mL 25-375; Estrogenos pg/mL ... Prostaglandinas
ng/mL 500-20000; Fosfatasa alcalina 14895-40818 mU/mL; Aspartato aminotranferasa
190-256 mU/mL; Alanina aminotranferasa 39-148 mU/mL; Lactato deshidrogenasa 968-
1697 mU/mL (Juyena et al., 2012).

Las proteinas del plasma seminal provienen principalmente de la mezcla del fluido de la
cauda epididimal y de proteinas de fluidos de las glandula sexuales accesorias, aunque
también son liberadas por la membrana del espermatozoide (Rodrigues et al., 2013).
Estas afectan a una amplia gama de funciones, que incluyen la proteccion contra
microorganismos y ataques inducidos por el complemento (Matias-Martins et al., 2013) a

través de la actividad proteasa (Juyena et al., 2012).



La cantidad y calidad de las proteinas del plasma seminal varian entre individuos y
algunos factores ambientales, tales como la temporada de recoleccién, temperatura,
nutricion, y el estrés. Los cambios estacionales en los perfiles de proteinas del plasma
seminal que se observan marcadamente en el carnero pueden deberse a la variacién
estacional en los niveles de gonadotropinas y sus receptores en los testiculos y podrian
afectar la funcion gonadal endocrina y las secreciones del epididimo y vesiculas

seminales (Juyena et al., 2012).

Se cree que factores descapacitantes del plasma seminal mantienen a los
espermatozoides en estado descapacitado durante las primeras etapas del transporte
espermatico, estos incluyen a la espermina en el carnero (Sutovsky et al., 2010), la cual
es una poliamina que inhibe la movilidad lateral de proteinas de membrana, afecctando su
fluidez. La espermina asociada al espermatozoide puede ser removida por la heparina

presente en el fluido del tracto reproductor femenino (Rubinstein et al., 1991).

Se atribuyen efectos benéficos a las proteinas del plasma seminal, especialmente
RSVP14 y RSVP20, producidas en las vesiculas seminales, estas proteinas se adhieren a
toda la superficie espermética especialmente en la regiébn acrosomal, y al parecer actian
estabilizando la membrana de los espermatozoides y participando en la capacitacion.
Estas proteinas poseen capacidad antioxidante por lo que su efecto benéfico podria estar
relacionado en la proteccion contra el estrés oxidativo y la capacitacion prematura
(Bernardini et al., 2011).

Las proteinas de unién a heparina (HBPS) se encuentran en el plasma seminal, se unen a
la membrana de los espermatozoides y afectan una serie de eventos que contribuyen a la
fertilidad normal, tales como la capacitacion espermatica, la formacion del reservorio
oviductual y la union al ovocito. Las HBPS representan el 16.5% de las proteinas del

plasma seminal de los carneros (Matias-Martins et al., 2013).

Por otra parte en el plasma seminal de los cerneros se encuentran fracciones de unién a
heparina, como la alfa-2-macroglobulina, que es un inhibidor de proteasas no especifico
gue actla para controlar la accién proteasa. Otro inhibidor de proteasas con afinidad por

heparina en el plasma seminal es el factor Inhibidor Xlla. En la préstata, esta proteina



regula la actividad del factor Xlla, una serina proteasa prostatica que hidroliza
precalicreina, resultando en la enzima calicreina activa. Las calicreinas seminales estan
implicados en la regulacion de la motilidad espermatica en ovinos (Matias-Martins et al.,
2013).

La catelicidina en el plasma seminal del carnero es otro componente que actla en la
proteccién de los espermatozoides contra la actividad bacteriana. Las catelicidinas son
una familia de proteinas catidnicas sintetizadas como preproteinas y después de su
proteolisis liberan el péptido antimicrobiano activo. Es producida en su forma inactiva por
el epididimo y se escinde por las proteasas los fluidos sexuales accesorios después de la
eyaculacion, por lo tanto, las catelicidina seminal estd disefiada para proteger a los
espermatozoides contra microorganismos en el medio ambiente vaginal (Matias-Martins et
al., 2013).

La lactoferrina presente en el fluido de las glandulas vesiculares del carnero se une a los
espermatozoides y ejerce actividad antimicrobiana, adicionalmente la lactoferrina previene
la peroxidacion lipidica y la formacién de especies reactivas de oxigeno (Matias-Martins et
al., 2013).

Bodhesina 2, es una proteina que forma parte de la superfamilia de las espermadhesinas,
se originan en las glandulas sexuales accesorias y el epididimo. Estas proteinas estan
relacionadas principalmente en la formacién del reservorio oviductual y la interaccion
entre los gametos. Las espermadhesinas estan asociadas con una reduccion en la
motilidad espermatica (Rodrigues et al., 2013). Las espermadhesinas fueron designadas
inicialmente como una proteina acida del liquido seminal, estas proteinas estan asociadas
con la superficie de los espermatozoides y existe una correlacion positiva entre el
contenido total de estas proteinas del plasma seminal y la capacidad de congelabilidad
del semen de carnero, ya que un estudio con semen de toros reveld que las proteinas
acidas del plasma seminal podrian ser utilizadas como un marcador de alta congelabilidad

para el semen (Juyena et al., 2012).
Las proteina de las vesiculas seminales de 22 kDa (RSVP22) pertenecen a la familia de

proteinas de unién a espermatozoides (BSP's). Estas se unen al espermatozoide durante

la eyaculacion, y permanecen unida hasta que el espermatozoide alcanza al oviducto,
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donde modulan la formacion del reservorio espermatico. Las RSVPs son producidas por
las gldndulas vesiculares, regulan la capacitacion espermética eliminando selectivamente

colesterol y fosfolipidos de la membrana espermatica (Rodrigues et al., 2013).

Zinc-alfa-2-glicoproteina (ZAG-2) esta presente en el plasma seminal proveniente de la
prostata, esta proteina se unen a la membrana espermatica en la region pre-ecuatorial y
pieza media y esté involucrada en la regulacion de la motilidad espermética (Rodrigues et
al., 2013).

2.7.- Transporte espermaético

2.7.1.- Defensas vaginales

La vagina estd abierta al exterior y por lo tanto esta expuesta a las infecciones,
especialmente en el momento del coito; por lo tanto, esta bien equipada con las defensas
antimicrobianas que pueden trabajar contra los patégenos, asi como contra los

espermatozoides (Suarez et al., 2015).

2.7.2.- Transporte espermatico a través del cérvix

En las ovejas el cérvix presenta una serie de 5-7 anillos en forma de embudo que no
estan alineados concéntricamente (Druart et al., 2012) Después de la deposicion en la
vagina, los espermatozoides entran en el canal cervical rapidamente, donde se
encuentran con grandes volumenes de moco cervical producido cuando los niveles
sistémicos de estrégeno son altos. Bajo la influencia de estradiol, el cervix produce moco
altamente hidratado. El grado de hidratacion esta correlacionado con la penetrabilidad de
los espermatozoides. La naturaleza viscoelastica del moco cervical es debido a la
presencia de proteinas glicosiladas grandes y poliméricas de la familia de la mucina. La
produccién de moco es mayor durante la dominacidén estrogénica que durante la
dominancia de progesterona. Genes implicados en la glicosilacion de las mucinas se

regulan a la alta en estro, mientras que otros se regulan a la baja (Suarez et al., 2015).
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El moco cervical representa la mayor barrera para los espermatozoides anormales que no
pueden nadar correctamente o que presente un pobre perfil hidrodindmico. Se piensa que
el moco cervical es un medio de seleccibn espermatico para espermatozoides
morfolégicamente normales y vigorosamente moviles. El mayor obstaculo para la
penetracion de los espermatozoides a través del moco cervical es en su borde, ya que en
este sitio su estructura es mas compacta. Los componentes del plasma seminal pueden
ayudar a los espermatozoides a penetrar el borde del moco. Se ha atribuido el rol de la
penetracion del moco cervical al recubrimiento de los espermatozoides por proteinas
especificas miembros de la familia de las defensinas. Las defensinas son péptidos
cationicos que juegan un papel en la inmunidad innata y que poseen actividad
antimicrobiana contra bacterias, hongos, y algunos virus, se secretan en el epididimo y

recubren toda la superficie de los espermatozoides (Suarez et al., 2015).

Hay canales estrechos en el cérvix, no mucho mas anchos que la cabeza de los
espermatozoides, que conducen a la cavidad uterina. Por otra parte, la mucosidad en los
canales es diferente en composiciéon y es menos densa que en el lumen cervical durante
la fase folicular. Los espermatozoides llegan la cavidad uterina, viajando a través de los
canales estrechos, evitando el moco mas viscosos en el centro del lumen cervical que
sirve para descargar el contenido uterino y tal vez también para evitar el ascenso de

patégenos (Suarez et al., 2015).

Los espermatozoides son guiados a través del cérvix por la microarquitectura propia del
moco cervical. Las mucinas, que son las principales glicoproteinas que componen el
moco cervical, son largas moléculas lineales flexibles, que se alinean conforme son
secretadas a través de canales de la mucosa cervical y asi sirven de guia a los
espermatozoides. Los espermatozoides se orientan a lo largo del eje longitudinal de los
hilos del moco cervical y nadan a través del este con una trayectoria recta (Suarez et al.,
2015).

2.7.3.- Transporte espermatico a través del Utero

Los espermatozoides deben pasar a través del cuerpo y cuernos uterinos antes de

alcanzar la unién Gtero-tubarica. En las ovejas son necesarias de 8 a 10 horas para que
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un ndmero suficiente de espermatozoides lleguen al oviducto. El transporte de
espermatozoides a través del Utero es asistido por las contracciones pro-ovéaricas del
miometrio. Ondas dirigidas cranealmente generadas por contracciones del musculo liso
uterino, que aumentan de intensidad durante la fase folicular tardia. En ovejas, se produce
una fuerte actividad contractil durante el estro, mientras que las contracciones son débiles
y localizadas durante la fase latea. Las contracciones del miometrio pueden ser
estimuladas por la actividad estimulante de los componentes seminales, los

espermatozoides, los testiculos y secreciones del epididimo (Suarez et al., 2015).

2.7.4.- Almacenamiento espermatico en el reservorio oviductual.

La mayoria de lo espermatozoides que entran en el oviducto no contindan
inmediatamente al sitio de fertilizaciébn sino que se mantiene almacenados en un
reservorio. Se ha reportado la existencia del reservorio oviductual de espermatozoides en
una variedad de especies que incluyen a los ovinos. El oviducto ofrece un refugio seguro
para los espermatozoides, ya que a diferencia de la vagina, el cervix, y el Gtero, el
oviducto no responde ante la inseminacién con la afluencia de leucocitos, su funcion es
mantener la fertilidad de los espermatozoides entre el inicio del estro y el tiempo de la
ovulacién. EI mantenimiento de los espermatozoides en el istmo oviductual también puede
servir para prevenir la fertilizacion poliespérmica al permitir que en un tiempo sélo a unos

pocos espermatozoides alcancen al ovocito en el &mpula (Suarez et al., 2015).

2.7.5.- Accion muscular y ciliar en el transporte de ovocitos

Una vez que la masa del cumulus rodean a uno 0 mas ovocitos estos entran en el
ampula, y se mueven rapidamente a la union istmo - ampular. Los efectores potenciales

de este movimiento son la musculatura oviductual y los cilios.

Los cilios que recubre el ampula oviductual en ovejas, impulsan hacia el Gtero para mover
la masa de cimulos/ovocito a su destino, con movimientos de ida y vuelta observados en
el ampula inferior, aunque el movimiento neto es hacia el Gtero. El movimiento hacia atras
y hacia adelante podria servir para mejorar la infiltracion de la matriz del cumulus con

secreciones ovaricas o para iniciar el proceso de la eliminacién del cumulus, mientras que
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las contracciones del muasculo liso en la pared son necesaria para el transporte de los

ovocitos (Suarez et al., 2015).

2.8.- Modificaciones de la membrana plasmatica del espermatozoide durante la

maduracién epididimaria.

Las células espermaticas son Unicas en muchos aspectos, incluyendo estructura y
funcion. Esta célula es capaz de fertilizar ovocitos; esto ocurre en un cuerpo diferente al
de su origen y género. Su membrana plasméatica también es diferente a la mayoria de
otras membranas celulares en su composicion lipidica. Contiene gran cantidad de acidos
grasos poliinsaturados, especialmente fosfolipidos esterificados con dos acidos grasos
poliinsaturados, que so6lo se encuentran en el espermatozoide, retina, y ciertas areas del
cerebro que contribuyen a la fluidez y flexibilidad membranal. La composicion lipidica de
la membrana se ha relacionado con sus funciones especificas, ya que promueven la
creacion de microdominios con diferente fluidez, fusogenicidad, y la permeabilidad
caracteristicas, requerida para alcanzar y fusionarse con el ovocito. La composicién
lipidica y los &cidos grasos de las células espermaticas difieren no sélo en los diferentes
animales sino también en las distintas especies, incluso en poblaciones fértiles y

subfértiles en una misma especie (Mandal et al., 2014).

El patron lipidico definitivo de los espermatozoides eyaculados se alcanza sélo después
de la maduracién epididimal. Los lipidos de la membrana plasmatica del espermatozoide
sufren cambios marcados durante la maduracion epididimal, durante la cual los
espermatozoides de carnero disminuyen en contenido lipidico y de colesterol. La relacién
colesterol: fosfolipidos y la concentracion de fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina,
cardiolipina, y plasmalégenos de etanolamina disminuyen en todo el espermatozoide.
Debido a esto, se producen incrementos en la cantidad de acidos grasos insaturados en
todo el espermatozoide de carnero. En particular la membrana plasmatica de la regién
acrosomal, que es particularmente rica en fosfoglicéridos de colina y etanolamina. Los
cambios en la cantidad y composicién de los lipidos durante la maduracién se cree que
explican por qué los espermatozoides eyaculados son mas sensibles al choque frio que

los espermatozoides epididimales (Mandal et al., 2014).
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Estos cambios también pueden dar cuenta de la disminucién dependiente de maduracion
en la densidad y la disminucion de la fluidez de la membrana de los espermatozoides
carnero. Analisis de espermatozoides epididimales y eyaculados de carnero indican que
existen diferencias regionales en la disminucion de la fluidez de la membrana plasmatica.
Durante la maduracion, la tasa de difusion de analogos de fluorescencia de lipidos
aumenta en todas las regiones del espermatozoide excepto la pieza media (Mandal et al.,
2014).

2.9.- Membrana plasmética del espermatozoide eyaculado

La membrana plasmética es responsable de la conservacién de la homeostasis celular;
Por lo tanto, tiene un papel vital en la supervivencia de los espermatozoides y la
preservacién de la fertilidad potencial en el tracto reproductivo femenino. La integridad
funcional de la membrana espermética es crucial para la capacitacién, reaccién

acrosomal, y sucesivamente la union a la superficie del ovulo (Ahmad et al., 2013),

La membrana plasmatica de los espermatozoides de carnero muestra una relacion
colesterol: fosfolipido (0.38), que es considerablemente menor que en otras especies de
mamiferos. La composicion de los acidos grasos unidos fosfolipidos y, particularmente la
elevada relacion de &cidos grasos poliinsaturados / saturados, en la membrana
espermatica del carnero pueden influir en la susceptibilidad membranal (Colas et al.,
2012).

2.10.- Membrana plasmatica del espermatozoide maduro

2.10.1.- Lipidos.

El colesterol tiene un papel clave en la permeabilidad, fluidez y la organizacion de los
lipidos de la membrana de los espermatozoides. El contenido de colesterol de la
membrana espermatica se modifica fisiolégicamente durante la maduracion epididimal y
tras su transferencia al tracto genital femenino. Durante el almacenamiento del semen, el
contenido de colesterol de la membrana espermatica se altera de forma no-fisiolégica por

el enfriamiento y almacenaje. El eflujo de colesterol durante la capacitacion in vitro
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aumenta el desorden del empaquetamiento de los fosfolipidos, y da lugar a un aumento

en la permeabilidad de la bicapa y la fluidez (Mehr et al., 2015) .

2.10.2.- Distribucion heterogénea de los componentes estructurales de la

membrana plasmética del espermatozoide.

Los espermatozoides son células con una capacidad biosintética limitada. Por lo tanto, su
funcionalidad es controlada principalmente por factores externos que actlan a través de la
superficie celular y de los componentes de la membrana plasmatica (Colas et al., 2012).
Los espermatozoides adquieren la capacidad de fertilizar al 6vulo dentro del tracto
reproductor femenino mediante la previa exposicion de proteinas receptoras ocultas en su

superficie, después de la reaccion acrosomal (Bianchi et al., 2014).

Las balsas membranales se definen como pequefios dominios heterogéneos, altamente
dindmicos que sirven para compartimentalizar los procesos celulares. Estos
microdominios de membrana estan asociados con un grupo heterogéneo de proteinas
que flotan mayormente en la fase de esfingolipidos-colesterol en las membranas. Las
propiedades ordenadas Unicas estan dadas debido a interacciones hidrofobicas entre sus
acidos grasos saturados y la estructura rigida intercalada del colesterol (Colas et al.,
2012). La fosforilacién de proteinas dependiente de AMPc conducen al scrambling de los
fosfolipidos y la formacion de distintos microdominios de membrana, balsas lipidicas ricas

en colesterol y 4cidos grasos saturados (Sutovsky et al., 2010).

Varios esteroles, esfingolipidos, glicolipidos y proteinas ancladas a glicosilfosfatidilinositol
(GPI) han sido reportadas en las balsas lipidicas. En los espermatozoides de carnero se
han reportado los microdominios caveolin-1 y GM1, comuUnmente utilizados como
marcadores de balsa lipidicas. Caveolin-1 es una proteina de unién a colesterol, clave en
la organizacion de las balsa lipidicas, ha sido identificada en la region acrosomal de
espermatozoides frescos de carnero y en la regién ecuatorial, después de la capacitacion.
El gangliéosido GM1 ha sido reportado como un receptor de espermatozoides que actda
como un factor descapacitante. GM1 se mueve rapidamente desde su posicion sobre el
acrosoma a la zona de post-acrosomal después de la muerte celular. GM1 se localiza en

la regidon postacrosomal y la cola de todos los espermatozoides carnero. Esta distribucion
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espacial de las balsas lipidicas dentro de la membrana esprematica se ve influenciada por

el estado de capacitacion (Colas et al., 2012).

2.10.3.- Asimetria de la membrana plasmatica del espermatozoide

Una caracteristica distintiva de las membranas biolégicas es la asimetria de la disposicién
de los fosfolipidos a lo largo de la bicapa lipidica. En la capa externa de la membrana
plasmética estan presentes los fosfolipidos que contiene colina tales como
“fosfatidilcolina” y “esfingomielina”, mientras que en la parte interior se sitdan
aminofosfolipidos, tales como “fosfatidiletanolamina” (PE) y “fosfatidilserina” (PS)
(Kotwicka et al.,2013).

Fosfatidilserina es un fosfolipido acidico (aniénico) que tiene una alta propension a quelar
el calcio. Ademas de su funcién como un componente de las membranas celulares es un
cofactor esencial que se une a y activa un gran nimero de proteinas, especialmente a
aquellas con actividades de sefializacion. La presencia de cantidades considerables de
fosfatidilserina expuesta permiten el acoplamiento con proteinas con dominios de unidn
especificos a fosfatidilserina, incluyendo varios efectores de sefializacion y fusogénicos
importantes. La alta concentracioén de este lipido anionico resulta en una acumulacion de
carga negativa a la que las proteinas poli-catiénicas se pueden unir. Se cree que el efecto
es que ciertas proteinas son re-dirigidas de una dominio de membrana a otro (Christie et
al., 2013).

2.11.- Capacitacién espermatica

2.11.1- Capacitacion Espermatica Definiciones y observaciones

generales

Los espermatozoides de los mamiferos que aguardan al momento de la eyaculacion en la
cauda epididimal no son capaces de fertilizar a los 6évulos. La maduracién es un requisito
gue fue reportado por primera vez en 1951 por Austin y por Chang, quienes observaron
que el espermatozoide debe residir en el tracto reproductor femenino para fertilizar al

O6vulo. La capacitacion es proceso por el cual bajo la direccibn de la hembra los
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espermatozoides desarrollan la capacidad de fertilizar. La capacitacion es un proceso

evolutivo a través de la seleccidn sexual postcopulatoria.

Un rasgo caracteristico de la capacitacion es el curso de tiempo. Esto varia entre las
especies de mamiferos in vivo, de ~1 h en ratones a > 6h en algunos primates, pero en
todos los casos los espermatozoides deben residir durante un periodo dentro del tracto

reproductor femenino .

Los espermatozoides son funcionalmente heterogéneos, y es dificil correlacionar el
estado fisioldgico de los pocos espermatozoides fecundantes con el resto de la poblacién,
promediando propiedades bioquimicas o moleculares, ya que so6lo una pequefia fraccion
del eyaculado llega al &mpula oviductual y estéd disponible para fertilizar al ovocito. Los
espermatozoides que alcanzan al ampula exhiben una motilidad hiperactivada y estan

fuertemente capacitados.

De manera experimental el desarrollo de un conjunto de marcadores permiten la
identificacion y posible categorizacién de una subpoblacién capacitada. De esta forma
muchos eventos durante la capacitacion pueden ser seguidos con sondas de
fluorescencia o mediante la observacibn de cambios en el comportamiento de los

espermatozoides (Florman et al., 2015).

2.11.2.- Caracteristicas generales de la capacitacion:

1. La capacitacion refleja la reprogramacion funcional de los espermatozoides en el tracto
reproductor femenino. Sin embargo, la capacitacion comienza cuando los
espermatozoides estan expuestos a los fluidos seminales durante la eyaculacién. Los
espermatozoides permanecen en reposo durante su almacenamiento en la cauda
epididimal y activan la motilidad progresiva rapidamente después de su liberacion. La
capacitacion se completa in vivo en el oviducto.

2. Como consecuencia de la capacitacién, los espermatozoides expresan la capacidad de
interactuar con el ovocito, exhibiendo patrones Unicos de motilidad flagelar. Muchos de los
cambios bioquimicos y biofisicos que acompafian a la capacitacién se refieren a estas

modificaciones del comportamiento.
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3. La capacitacibn no es un proceso Unico, sino mas bien es la suma de diversas
reacciones de componentes que proceden durante un curso de tiempo y regulacion
separadas. La via AMPc / PKA tiene papeles tempranos y tardios separados durante la
capacitacion.

4. Los espermatozoides estan de manera altamente asincrénica al interior de una
poblacion capacitada, de tal manera que la cantidad de espermatozoides muy
capacitados en una poblaciéon en un momento dado puede ser baja tanto in vitro como in
vivo. Esto podria extender la vida util plausiblemente fértil de un eyaculado mediante la
continua reposiciéon de un conjunto de espermatozoides capacitados, esto puede ser
esencial para una reproduccion eficiente en especies donde la ovulacion y la receptividad
sexual de la hembra no estan estrechamente acoplados.

5. Los fluidos seminales contienen: moduladores negativos de la fertilidad (llamados
"factores descapacitantes"); moduladores positivos de la fertilidad, que incluyen proteinas
secretoras ricas en cisteina proteinas de la familia (CRISP); Proteinas de dominio Fn-2;
espermadhesinas; otras proteinas y péptidos secretados; asi como prostaglandinas.
Cuando se utilizan espermatozoides eyaculados, en condiciones de cultivo in vitro se
representa una simplificacion del medio ambiente dentro del tracto reproductor femenino.
Por ejemplo, la composicion idnica de los fluidos del tracto reproductor femenino difieren
de los medios de cultivo estandar utilizados para la capacitacién, y esto puede influir en la
fisiologia del espermatozoide. Adicionalmente, los fluidos del tracto reproductor femenino
contienen una gran variedad de moléculas bioactivas que pueden afectar la funcion
espermatica, pero que no estan presentes en los medio de cultivo simples (Florman et al.,
2015), como heparina y los glicosaminoglicanos similares a heparina presentes en los
fluidos del tracto reproductor femenino, que incluyen al uterino, oviductual y folicular
(Matias-Martins et al., 2013).

2.11.3.- Regulacion de la fosforilacion
La capacitacién esta asociada a la fosforilacién de proteina tirosina, que es modulada a
través de una via dependiente de AMPc en muchas especies, incluyendo ganado bovino y
esta regulada por varios elementos de transduccion de sefiales que involucran a la

proteina quinasa A (PKA), proteina quinasa C (PKC), y la proteina tirosina quinasa (PTK).
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El AMPc se genera por la enzima, adenilato ciclasa (AC). La actividad de la AC
transmembranal estd regulada por proteinas G en respuesta a ligandos extracelulares
(Breininger et al., 2010). En contraste, la AC soluble se asocia con diversos organelos
intracelulares y esta regulado por HCOs- y Ca®* no es dependiente de la proteina G, ya

gue carece de segmentos transmembranales (Nishigaki et al., 2014).

El AMP ciclico es esencial para los eventos que ocurren durante la capacitacién. El AMPc
y sus blancos regulan una variedad de eventos de sefializacion que inducen la
capacitacion, estos incluyen la remodelacion de lipidos e hiperpolarizacion de la
membrana plasmatica del espermatozoide, un aumento del pH, asi como del Ca*

intracelular; y el aumento en la fosforilacion de la proteina tirosina. (Buffone et al., 2014).

2.11.4.- Potencial de membrana

En los espermatozoides, como en la mayoria de las células, las concentraciones idnicas
al interior son marcadamente diferentes respecto a las del medio extracelular. Estas
diferencias son el resultado de la relativa permeabilidad i6nica de la membrana plasmética
sobre cada uno de los iones que se encuentran en los medios interno y externo, dado por
los canales ibnicos, los transportadores especificos presentes en la célula, los gradientes

que se establecen y el estado metabdlico de la célula (Visconti et al., 2011).

En reposo, el balance de estos gradientes de flujo, y permeabilidades resultan en un
potencial eléctrico, conocido como potencial de membrana plasméatica del espermatozoide
de reposo. Antes de la capacitacion los espermatozoides estdn relativamente
despolarizados y llegan a hiperpolarizarse durante capacitacion. Estos cambios resultan
de una combinacion de alteraciones de la permeabilidad ionica electrogénica que cambian

el potencial de membrana (Visconti et al., 2011).

Se ha mencionado que la hiperpolarizacién asociada a la capacitacién puede incrementar
el pHi estimulando intercambiadores Na'/H* y consecuentemente CatSper. Sin embargo,
el aumento del pHi desplaza la curva corriente-voltage CatSper hacia valores de potencial

de membrana més negativos (Visconti et al., 2011).
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Debido a que la capacitacion prepara a los espermatozoides para someterse a la reaccion
acrosomal, se ha propuesto que la hiperpolarizacién asociada a la capacitacién también
podria regular la capacidad de los espermatozoides para generar elevaciones transitorias
en la [Ca®"]i durante la reaccién acrosomal inducida por agonistas fisiolégicos como la ZP
(Visconti et al., 2011).

El potencial de membrana afecta o regula una variedad de fendmenos bioldgicos. La
diferencia del potencial de membrana surge del desequilibrio de iones a través de la
membrana plasmatica. La distribucion asimétrica de los lipidos a través de la membrana y
el potencial de membrana son fendmenos acoplados. La carga negativa de la superficie
celular asociado a externalizacion de PS ha demostrado activar la hiperpolarizacion de la

membrana celuar y la reorganizacion del citoesqueleto (Fadeel et al., 2009).

2.11.5.-pH

El mantenimiento del pH intracelular (pH citoplasmético o pHi), dentro de los limites
fisioldgicos es fundamental para el funcionamiento celular. La mayoria de los procesos
celulares estan influenciados y funcionan dentro de un restringido rango de pHi. Los
cambios en el pHi afectan el estado de ionizacidn de los acidos débiles y bases que estan
presentes en la mayoria de las proteinas y muchas biomoléculas. Por lo tanto, como la
actividad metabdlica acidifica al citosol, las células pueden estar expuestas a un variable
pH externo (pHe), la falta de regulacion del pHi puede tener consecuencias funcionales
graves. Las células frenan o aceleran la actividad de una amplia gama de transportadores
de iones de la membrana plasmética que movilizan acidos y/o bases. Los transportadores
de HCOs- y H' se encuentran entre los principales actores en la regulacion del pHi
(Nishigaki et al., 2014).

Las células pueden presentar cambios drasticos en el transito de un estado latente a un
estado activo, condicion que a menudo conlleva a un repentino cambio en el pH. Los
espermatozoides estan expuestos a los cambios drasticos en la composicion iénica de su
entorno durante su transito hacia la fertilizacion del 6vulo. Los espermatozoides se
encuentran en un medio acido con una baja concentracion de HCOs3- en el epididimo, que

los mantiene quiescentes, mientras que en el Gtero y el oviducto el fluido luminal femenino
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contiene una alta concentracién de HCOs- y se vuelve cada vez mas alcalino, condicion
necesaria para la fertilizacion. Varios transportadores de iones y enzimas esperméticos
Unicos, cuya eliminacion causa infertilidad, son o bien pHi dependientes o de alguna
manera estan relacionados con la regulacién del pHi. Entre ellos se encuentran: el canal
de Ca®" CatSper; el canal de K*; Slo3; el intercambiador de Na‘/H* especifico del
espermatozoide y la adenilato ciclasa soluble. Por lo tanto, la regulacion del pHi es de

suma importancia para el espermatozoide (Nishigaki et al., 2014).

Los intercambiadores Na*/H" (NHEs), también conocidos como Na*/H" antiporters (NHA),
son proteinas integrales de membrana que catalizan el intercambio de Na* por H* a través
de la bicapa lipidica y estan distribuidos de forma ubicua en casi todos los organismos
vivos. Contribuyen a los mecanismos homeostaticos basicos que controlan el pHi, el
volumen celular y el pH al interior de los organelos. Los NHEs se componen de 12
segmentos transmembranales que catalizan el intercambio de iones y el dominio
regulador en el extremo carboxilo citoplasmatico interactia con varias proteinas
incluyendo componentes asociados al citoesqueleto, quinasas y proteinas de unién a Ca**
(Nishigaki et al., 2014).

2.11.6.- Canal dependiente de voltaje H*

El canal Hv se compone de 4 segmentos transmembranales estructuralmente similares al
dominio sensor de voltaje que se encuentra comUnmente en otros canales iGnicos
dependientes de voltaje. Este canal existe como un homodimero con dos poros H”,
puesto que cada subunidad conforma un poro permeable H*. El canal de Hv es activado
por el potencial de despolarizacién de la membrana, y en un gradiente hacia el exterior el
H* atraviesa la membrana plasmatica. Adicionalmente, acidos grasos insaturados tales
como el &cido araquidénico mejoran la actividad de los canales Hv mientras que el Zn*

potencialmente lo inhibe (Nishigaki et al., 2014).

Los espermatozoides poseen canales Hv en la pieza principal del flagelo, son
potencialmente inhibidos por Zn**. Esta propiedad es particularmente importante pese a la
regulacién del pHi de los espermatozoides ya que se sabe que el fluido seminal contiene

un rango milimolar de Zn**, que deberia bloquear completamente la conductancia del H*
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del canal Hv, esto puede explicar la accién del Zn* como factor descapacitante (Nishigaki
et al., 2014).

Los canales Ca,, canales de Ca*' dependientes de voltaje, son responsables del
incremento del [Ca*]i inducida mediante el potencial de membrana (Em). Los canales Ca,
son fosforilados y regulados por diversas protein quinasas tales como protein quinasa A
(PKA), proteina quinasa C (PKC), y Ca*'/calmodulina (CaM) - dependiente de proteina
quinasa Il (CaMKIl). Los canales Ca, también estdn regulados por proteinas G activadas
a través de diferentes vias, incluyendo aquellas activadas por neurotransmisores y
hormonas. Esta regulacion puede ser directa, a través de interacciones fisicas entre la
proteina G y subunidades del canal o indirecta a través de segundos mensajeros y/o por

proteinas quinasas (Darszon et al., 2011).

El canal de potasio SLO3 se expresa solo en los testiculos de mamiferos, es activados
por la alcalinizaciéon y carecen de los sensores de Ca®" presente en los canales SLO1 el
cual es Ca* - activado (Nishigaki et al., 2014). Su activacién por la alcalinizacién
intracelular explica la hiperpolarizaciéon que se produce durante la capacitacion. El
incrementos en el pHi espermético activa dos grandes conductancias, una conductancia
de K" hacia el exterior transportado por canales SLO3 y una conductancia hacia el interior
que permite la entrada de Ca®* por canales selectivos de cationes CatSper (Santi et al.,
2010). Contribuyendo a la hiperpolarizacion que se produce durante la capacitacion
(Nishigaki et al., 2014).

En los espermatozoides la progesterona activa canales CatSper ya sea mediante la unién
al propio canal 0 a una proteina asociada. CatSper regula la hiperactivacién, una forma de
motilidad espermatica necesaria para la fertilizacion. Tomando en cuenta la funcién de la
progesterona como quimioatrayente, se ha sugerido que CatSper funciona como un canal

de Ca®* tanto para la hiperactivacion como para la quimiotaxis. (Striinker et al., 2011)

Estructuralmente de CatSper (canal catidnico de los espermatozoides), es un tipo de
canal de Ca®* compuesto principalmente por cuatro subunidades separadas formadoras
de poros, CatSperl-4 y tres subunidades auxiliares adicionales, CatSperg, CatSpers, y
CatSper, (Darszon et al., 2011).
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En condiciones fisioldgicas, CatSper lleva principalmente corrientes divalentes. A pHi 6,
casi todos los canales CatSper estadn cerrados. A pHi 6, 1 uM de progesterona, induce
considerables corrientes. La alcalinizaciébn y progesterona desplazan la curva de
activacion a voltajes menos positivos. A pHi 8, una fraccién significativa de canales
CatSper se activa y la progesterona mejora aun mas las corrientes. Las corrientes
CatSper evocadas por progesterona actlan de manera contraria al mecanismo de
activacion que implica segundos mensajeros, fosforilacion o proteinas G. (Striinker et al.,
2011). Una caracteristica es que es potenciado por la alcalinizacion intracelular. Debido a
que el dominio citoplasmico NH2 -terminal de CatSperl es rico en histidina, se especula

que este dominio funciona como un sensor de pH (Darszon et al., 2011).

2.11.7.- Fluidez y permeabilidad membranal

La disposicién asimétrica de los fosfolipidos en la membrana no es absoluta, excepto por
fosfatidilserina, que es controlada por la actividad de la flipasa. El proceso de la
translocacion de fosfatidilserina en la membrana, consiste en la translocacion desde la
capa interna a la capa externa de la membrana, este proceso es reconocido por ser un
evento biolégico importante dentro de la célula. El aumento en la concentracién de Ca**
intracelular inhibe la actividad flipasa, mientras que inducen la actividad escramblasa. La
membrana celular del los espermatozoides, muestran asimetria al interior y al exterior de
la bicapa lipidica. La topografia del la membrana celular del espermatozoide comprende
cinco dominios principales que difieren en relacion a la ocurrencia de la translocacién de
fosfatidilserina. Esta es considerada como un indicador de cambios en la membrana
celular de los espermatozoides, que se produce durante la capacitacion y reaccion
acrosomal o durante la eliminacién de los espermatozoides patolégico (Kotwicka et al.,
2013).

Los fosfolipidos espermaticos se distribuyen de forma asimétrica dentro de la membrana
plasmética por la actividad concertada de varias transferasas de fosfolipidos: Una
transferasa de aminofosfolipidos que desplaza fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina de la
capa externa hacia la interna, una transferasa no especifica (flopasa) que transfiere

fosfolipidos desde la capa interna a la externa y un escramblasa que desplaza a todos los
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fosfolipidos en ambas direcciones. El aumento de la actividad escramblasa es observado
durante la capacitacion espermatica asociada con el scrambling de fosfolipidos. Este
cambio en la asimetria es estimulada por HCOs3- a través del ACs y de la via AMPc / PKA,
y promueve una exposicion rapida de fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina no
relacionada con la apoptosis. En cuanto a las implicaciones funcionales de este evento,
se ha propuesto que el scrambling facilita el eflujo del colesterol, evento requerido para la

capacitacion (Buffone et al., 2014)

La eliminacién del colesterol de la membrana plasmatica, probablemente explica los
cambios en la fluidez de la membrana. Esta alteracion en la fluidez de membrana puede
aumentar la afluencia de Ca** y por consiguiente las proteinas de la membrana pueden
sufrir reordenamientos al interior de la membrana, lo que resulta en la desestabilizacién
de la membrana plasmatica del espermatozoide. Esta modificacion aumenta la capacidad
de la membrana plasmética de fusionarse con la membrana acrosomal externa, lo que

resulta en la reaccién acrosomal (Ahmad et al., 2013)

En conjunto, los cambios en la membrana plasmatica del espermatozoide, y posiblemente
en la membrana acrosomal externa, resultan en una mayor fluidez y fuseabilidad de estas

membranas esperméticas (Sutovsky et al., 2010)

2.12.- Movilidad espermética

Las fibras densas externas son estructuras del citoesqueleto que se encuentran
especificamente en la cola de los espermatozoides, son importantes para la estabilidad y
el retroceso elastico de la cola de los espermatozoides asi como para el apoyo en el
bateo flagelar. Constan de nueve fibras ubicadas entre la vaina mitocondrial y el axonema
en la pieza media, se extienden longitudinalmente a toda lo largo de la pieza media. Las
fiboras 3 y 8 estan estrechamente adheridas a la pieza del conexidon en el extremo
proximal, considerando que terminan en la pieza principal como las columnas
longitudinales de las vainas fibrosas

Las vainas fibrosas actian como una estructura mecanoeléstica involucrada en la
conformacion de la onda flagelar. Estas sirven como andamio para enzimas glucoliticas y

componentes de las cascadas de sefializacion mediadas por la fosforilacién de tirosina,

25



gue desempefia un papel en la regulacion de la motilidad espermatica, y también estan

involucradas, capacitacion e hiperactivacion del espermatozoide.

La unién de los dobletes axonemales 3 y 8 a las columnas longitudinales de las vainas
fibrosas restringen su participacién en el deslizamiento de los microtibulos y union al
axonema durante el movimiento flagelar. Las columnas longitudinales por si mismas
también limitan la flexion del flagelo en este mismo plano, mientras que estas
caracteristicas no restringen la flexién perpendicular flagelar a este plano. Aunque parece
gue los espermatozoides nadan con un golpe plano efectivo y en tanto recuperan el golpe,
como los cilios, ellos también giran. Las ondas propagadas tienen un componente

tridimensional en la porcién distal de la cola cuando se observan en un microscopio.

La via de sefializacion del AMPc participa en la regulacién de los procesos asociados a la
motilidad e hiperactivacién. PKA es el blanco predominante del AMPc sintetizado a partir
de ATP por la adenilato ciclasa en respuesta a estimulos de HCOs- y Ca®*. PKA a su vez
fosforila proteinas sobre residuos de serina y treonina. Los objetivos desencadenantes de
la PKA en esta cascada son la tirosina quinasas que modifican las proteinas en el flagelo
asociadas a estos procesos. La presencia proteinas de anclaje a proteinquinasa A

AKAP’s en las vainas fibrosas ancla a la PKA involucrada en tales procesos.

Los espermatozoides sufren dos tipos de motilidad: motilidad progresiva y la motilidad
hiperactivada. La forma bateo del flagelo de los espermatozoides se pueden clasificar en
dos tipos diferentes: ondas simétricas y ondas asimétricas. La motilidad progresiva se
genera por las ondas simétricas que se propagan por el flagelo con una neta propulsion
lineal. La hiperactivacion esta asociada a ondas asimétricas que se propagan por el
flagelo con mayor amplitud, que resulta en trayectorias circulares. Esta se caracteriza por
un golpeo de latigo que muestra un vigoroso patron del flagelo en forma de ocho. La
hiperactivacion se produce durante el proceso de capacitacién que conduce a la reaccion
acrosomal y se observa en los espermatozoides durante su ascenso por el tracto
reproductor femenino.

El Ca* tiene un papel importante en la motilidad, especialmente en la hiperactivacion.
CatSperl, CatSper2, Ca,2.3 y PMCAA4 participan en la regulacién de los niveles de Ca*

intracelular, y estan implicados en la iniciacion de la motilidad espermatica. CatSperl es
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un canal de entrada de Ca*" dependiente de voltaje localizado en la pieza principal de los
espermatozoides. CatSper2, otro canal ibnico dependiente de voltaje, estd estrechamente

relacionado con CatSperl y esta presente en el flagelo (Toshimori et al., 2015).

2.13.- Induccién de la capacitacion

Los espermatozoides responden a medios capacitantes que se asemejan al fluido
oviductual pero que son mas extremos que el entorno fisiolégico normal. Por ejemplo, los
espermatozoides estan expuestos a temperaturas mas altas, 39 °C en lugar de 35 °C y
artificialmente a niveles elevadados de los agentes capacitante conocidos (Leahy et al.,
2011). Medios de alta fuerza i6nica (HIS) inducen la capacitacion espermética por el
desplazamiento de factores descapacitantes de la superficie del espermatozoide. Entre
ellos destacan; el medio Bracket-Oliphant (BO), TL-HEPES Sp-TALP, Sp-TALP-H, Fert-
TALP, compuestos principalmente por iones como; NacCl, KCI, CaCl,, NaH,PO, MgCl,,
NaHCOs;-, Acido pirabico y BSA, alcanzando una osmolaridad 380 mOsmol pero que
difieren entre si en el tiempo de incubaciéon, el uso de heparina, de CO, o el aire
atmosférico (Parrish et al., 2014). Hormonas presentes en el fluido uterino y oviductual en
el momento de la fecundacién in vivo y las que controlan el ciclo estral, tales como
progesterona o estrdgenos, pueden ser buenos candidatos para la activacién de la

capacitacion espermatica in vitro (Garcia-Alvarez et al., 2014)

Albimina sérica y heparina son usadas comunmente como aceptores de colesterol
durante capaciation in vitro (Breininger et al., 2010). La heparina induce cambios en las
propiedades de la membrana plasmética que estimula el incremento intracelular de Ca**,
pH y AMPc, necesario para iniciar las vias de sefalizacion que conllevan a la capacitacion
(Garcia-Alvarez et al., 2014)

En capacitacion y fertilizacion in vitro, los medios normalmente contienen albimina para la
remocion lipidica. Albumina actda eliminando especificamente el colesterol de la
superficie espermatica, este es un fenémeno especifico para las membrana de lipidos no-
ordenados, aunque la deplecion estd acompafa por la agregacion de microdominios
lipidios ordenados (balsas) La deplecién del colesterol es causada probablemente por la

activacion de un transportador de esterol reversa dependiente de capacitaciébn que
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especificamente retira esteroles libres (colesterol y desmosterol) fuera de la bicapa
lipidica de la membrana plasmatica de los espermatozoides y asi entregar monémeros de

esterol libre hacia el aceptor (Gadella et al., 2014).

En el carnero, se considera que el suero de oveja en estro es necesario para la
capacitacion y fertilizacién in vitro. Sin embargo, el inconveniente principal de su uso es
gue no es facil de conseguir dado que requiere de la extraccién y purificacién de muestras
de sangre y por lo tanto su composicién puede ser variable de lote a lote (Garcia-Alvarez
et al., 2014).

2.14.- Criocapacitacion

Los procedimientos de criopreservacion, tales como dilucion, refrigeracion, congelacion /
descongelacion, inducen cambios similares a la capacitacion (capacitation-like) en los
espermatozoides. Se han reportad similitudes entre los cambios asociados a la
capacitacion y al dafio criogénico, tales como la reorganizacién y la fluidez de la

membrana plasmatica, y un influjo de Ca** a los espermatozoides (Cormier et al., 2003).

Durante el proceso de congelacién-descongelacion pueden ser observados cambios en la
arquitectura de los lipidos de la membrana, en su actividad metabdlica (Breininger et al.,
2010), en el transporte de iones de calcio y cambios similares a la capacitacion. La
formacién de cristales de hielo fuera de las células es el principal factor que afecta
fisicamente la morfologia celular durante este proceso (Lépez-Armengol et al., 2012). De
esta manera las modificaciones que se producen en la membrana plasmatica por la
criopreservacion podrian estar acondicionado la expresion superficial de receptores

espermaticos, que interacttan in vivo con la zona peldcida (Breininger et al., 2010).

En el semen criopreservado se pueden esperar cambios similares después del desafio
osmdtico, ya que durante la capacitacion, ocurren cambios considerables en el volumen
celular, resultando en la pérdida de la regulacion de la respuesta osmoética y en una

disminucion de la capacidad para regular el volumen (Petrunkina et al., 2005) .
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La excesiva dilucién provoca la desestabilizacién de la membrana espermatica y cambios
similares a la capacitacion, debido a la eliminacion de los factores protectores del plasma

seminal (Leahy et al., 2010).

Algunas proteinas se someten a la redistribucién en respuesta a la criopreservacion. La
red de actina de los espermatozoides inducida en respuesta a la criopreservacion mostré
que; La polimerizacién de la actina-G a actina-F es importante para los cambios
membranales durante la capacitacion y posteriormente actina-F debe someterse a la
despolimerizacion antes de la aparicién de la reaccién del acrosoma, estos cambios son
parte del mecanismo implicado en la causas potencial de la capacitacion inducida
observados en espermatozoides congelados-descongelados (Gutiérrez-Pérez et al.,
2011).

El deterioro inicial por enfriamiento implica la pérdida de la permeabilidad selectiva de la
membrana, posteriormente componentes entre los que se incluyen fosfolipidos y
proteinas migran o se liberan de la membrana plasmatica y la absorcién de calcio y sodio

aumenta considerablemente (Kaneto et al., 2002),

La condicién funcional de espermatozoides moviles sobrevivientes a la criopreservacion
seria similar al estado en que se encuentran previo a la congelacién, sin embargo
presentan un estado alterado de la membrana que pueden volverse funcionalmente
similar a los espermatozoides capacitados y/o con acrosoma reaccionado (Gillan et al.,
1997).

2.15.- Reaccién Acrosomal

Los espermatozoides descapacitados no pueden interactuar con los 6vulos in vivo ya que
su falta de motilidad hiperactivada les impide el ascenso al sitio de la fertilizacién. Capas
adicionales modulan directamente la interaccion de los gametos. Después de la
capacitacion los espermatozoides desarrollan la capacidad de penetrar el cumulos
oophorus, reflejando el papel de la hiperactivacion en el proceso de la penetracién debido
a una mayor capacidad para adherirse tenazmente a la zona pellcida y para experimentar

la reaccién acrosomal (Florman et al., 2015), inducida por la glicoproteina ZP3, que es un
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componente de la zona pelicida (Baltiérrez-Hoyos et al., 2012).

La reaccién acrosomal consiste en la fusion de la membrana plasmatica y la membrana
acrosomal externa y la liberacibn de enzimas hidroliticas que ayudan a los
espermatozoides a penetrar a través de la zona pellcida y llegar al oolemma. Cuando las
dos membranas se estan preparando para la fusibn se forma un anclaje complejo y
especifico, la actina es polimerizada entre ambas membranas para prevenir el movimiento

desordenado de las membranas separadas (Baltiérrez-Hoyos et al., 2012).

El acrosoma contiene varias enzimas que cumplen un papel importante en el proceso de
la fertilizacibn en mamiferos. Tras la liberacibn y la activacion de las enzimas
acrosomales, los espermatozoides penetran en la zona pellicida que rodea al ovocito,
proceso que puede ser bloqueado por inhibidores de proteasas. Algunas de las enzimas
acrosomales parecen asociarse con las proteinas estructurales de la matriz nuclear. Tales
como acrosina (proacroisina), proteina de unién a acrosoma y hialinuoridasa espermatica.
Otras enzimas acrosomales que se han reportado incluyen f-galactosidasa, f-N-
acetilglucosaminidasa, arilsulfatasa, colagenasa similar a peptidasa, una proteasa similar
a catepsina D, catepsina H, proteasas de tipo tripsina diferente a acrosina, dipeptidil
peptidasa IlI, calpaina Il, neuraminidasa, esterasas no especificas, arilamidasa,
aspartilamidasas, arilsulfatasa A, fosfatasa acida, p-N-acetilglucosaminidasa, una

fosfolipasa C, y la fosfolipasa A,. (Toshimori et al., 2015).

Acrosina, una proteasa serina sintetizada durante la espermatogénesis, esta presente
desde su formacién como espermatidas, como proacrosina, un zimogeno inactivo que se
convierte en la enzima activa durante la capacitacion y puede ser estimulada por
glicosaminoglicanos presentes en el fluido uterino y el liquido folicular (Vijayasaraswathy
et al., 2014). El aumento intracelular de Ca®*, Na' y la salida de H* con el consecuente
aumento del pH intraacrosomal, inducen la activacién de la enzima (Arenas et al., 2010),
modulando la dispersion de proteina durante la reaccién acrosomal y la penetracion de los

espermatozoides en la zona pellcida (Matias-Martins et al., 2013).
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Se ha sugerido que el mecanismo para la exposicion progresiva del contenido intra-
acrosomal durante la capacitacion se da a medida que esta avanza. La membrana
acrosomal externa evagina para formar vesiculas que se agrandan y se anclan a la
membrana plasmatica a través de vesiculas complementarias asociadas a proteinas
solubles de unién del factor sensible N-etilmaleimida (SNARE) y proteinas SNARE diana
de membrana. Por este mecanismo, las proteinas de union a la ZP pueden ser llevadas a
la superficie espermética de la vesicula acrosomal a través de un proceso de exocitosis, y
de esta forma se explica por que muchos receptores candidatos a ZP previamente
identificados sobre los espermatozoides, tales como proacrosina y la proteina de unién a

ZP2, llegan a ser componentes de la matriz acrosomal (Chiu et al., 2014).

La progesterona presente en las secreciones oviductuales puede ser un factor femenino
que participa en la regulacién de la capacitacion espermatica y activador de la membrana
de la cabeza espermatica para la exocitosis acrosomal (Sutovsky et al., 2010). En el
oviducto, las células del cumulus que rodean al ovocito liberan progesterona, esta
estimula el aumento de Ca®" mediante un mecanismo no genémico. La sefial del Ca*
controla la quimiotaxis, hiperactivacion y exocitosis acrosomal del espermatozoide. La
progesterona activa canales espermaticos de Ca®" CatSper especificos, sensibles al pH.
Tanto la progesterona como el pH alcalino estimulan un rapido influjo de Ca** (Striinker et
al., 2011). La adicién del HCO3- aumenta la frecuencia de batido de los espermatozoides,
gracias a los canales sensibles al potencial de membrana y al pHi. como los canales
CatSper y Slo3, que se expresan exclusivamente en los espermatozoides y cuya ausencia

produce infertilidad en el macho (Nishigaki et al., 2014).

El influjo de Ca** evocado de mediante progesterona no implica la regulacion clasica de la
transcripcién por receptores nucleares. Han surgido diversos receptores de membrana
candidatos para progesterona, incluyendo un receptor acoplado a proteina G de tipo
progestdgeno (MPR) y un receptor de un solo paso (receptor de progesterona
componente de la membrana, PGRMC). La cascada de sefializacion del receptor de
progesterona no genémico implica al AMPc y GMPc, proteina quinasa Ay G, liberacion de
Ca®* de los reservorios intracelulares, canales de Ca®* con funcion de reservorio y canales
activados por GMPc. (Striinker et al., 2011). Se ha observado que el aumento intracelular

de Ca®", también conduce a una serie de modificaciones en los lipidos como la formacién
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de segundos mensajeros, que se incorporan a una cascada de acontecimientos que
ocurre durante la reaccién acrosomal y la activacion de determinadas enzimas como una
fosfolipasa A,, especifica de la fosfatidilcolina, que generan lisofosfatidilcolina y &cido
araquidonico, sustancias conocidas por sus propiedades de fusidon necesarias en la
reaccién acrosomal (Arenas et al., 2010). El acrosoma, las mitocondrias y posiblemente
restos de la envoltura nuclear pueden actuar como depésitos intracelulares de Ca®',
puesto que los espermatozoides carecen de un reticulo endoplasmico (Darszon et al.,
2011).

2.16.- Reconocimiento espermaético de la zona peltcida

Después de pasar por el cumulus oophorus, los espermatozoides se encuentran con la
zona pelucida, ultimo obstaculo antes de encontrarse con el 6vulo (Ilkawa et la., 2010). La
fertilidad espermatica en los mamifero es preparada por la unién de zona y la exocitosis

acrosomal tras la capacitacion espermatica (Sutovsky et al., 2010).

El recubrimiento ovocitario de los mamiferos es la zona pellcida, su funcién es la
proteccién de los ovocitos, la unién del esperma, la fertilizacion especificidad de especie y
defensa antipoliespérmica. El actual modelo de la estructura de la zona del raton propone
una organizacion de fibras paralelas de heterodimeros de ZP2-ZP3 entrecruzada con
moléculas de ZP1 (Sutovsky et al., 2010).

Los componentes principales de la ZP son tres proteinas glicosiladas, Zp1, Zp2, y ZP3.
Hay varios informes que indican que ZP3 funciona como receptor espermatico primario y
qgue puede inducir la reaccién acrosomal. Zp2 se cree que funcionar como un receptor
secundario para espermatozoides con acrosoma reaccionado. En évulos fertilizados, Zp2
se convierte en Zp2f por una enzima (s) secretada por el ovocito para evitar una mayor
unién de espermatozoides que fertilicen al évulo. Zpl se cree que reticlla heterodimeros
de Zp2/ZP3 y crea la estructura filamentosa de la ZP. ZP4 ha sido identificada en algunas
especies, incluyendo los humanos, pero su funcion (s) especificas de especie queda por

determinar (Ikawa et la., 2010).
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En la superficie de zona, uno o mas receptores en la membrana plasmatica del
espermatozoide, como ZP3R, proteina de la matriz acrosomal implicada en la union
esperma-ZP3 identificada en ratones desencadenan vias de sefializacion que median la
entrada de Ca®* externo en el acrosoma y movilizan Ca*" interno dentro del acrosoma. La
sefalizacion calcio-dependiente a continuacién desencadena la vesiculacién de la
membrana acrosomal externa, que permanece asociada al espermatozoide en forma de
un recubrimiento acrosomal. Las proteinas de la matriz acrosomal parecen ser liberadas
en etapas en lugar de ser expulsadas al mismo tiempo; posiblemente creando un
microambiente para que las enzimas acrosomales actuen en la zona pelluicida por debajo
de la cabeza del espermatozoide. La exocitosis acrosomal elimina algunas proteinas de la
matriz acrosomal mientras que expone otras proteinas sobre la membrana acrosomal
interna (IAM). Impulsada por la motilidad hiperactivada del flagelo espermatico la cabeza
del espermatozoide progresa a través de la ZP, dejando atras la hendidura de fertilizacion

fuertemente grabada (Sutovsky et al., 2010).

2.16.1.- La membrana espermética durante la reaccion acrosomal.

2.16.1.1.- Proteinas G

Las proteinas G son proteinas heterotriméricas, compuesto de un subunidad Ga y un
dimero Gy. La activacion de la subunidad a promueve el intercambio del GDP unido por
GTP. Posteriormente, la unién del GTP altera la topologia dentro de la subunidad Ga,
liberando a ambas, a la subunidad a activa y al dimero By de la anteriormente inactiva
proteina G trimérica. Por separado, tanto la subunidad a como el dimero By actdan sobre
diferentes efectores, tales como fosfodiesterasas, fosfolipasas, canales iénicos y

adenilatociclasas transmembranales. (Buffone et al., 2014)

2.16.1.2.- Induccioén de la reaccién acrosomal

Se sabe que la RA puede ser inducida in vitro por diversos constituyentes del tracto

reproductor femenino, que incluyen progesterona, prostaglandinas, péptido natriurético,
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factor de crecimiento epidermal (EGF), ouabaina, y otros ligandos (Michailov et al., 2014).
La adicion de progesterona al medio ejerce un efecto positivo sobre el eflujo de colesterol
de la membrana espermatica, la hiperactivacion, y la reaccién acrosomal (Garcia-Alvarez
et al., 2015).

2.16.1.3.- Uni6n y fusién con el oolema

La fertilizacion ocurre cuando el espermatozoide y el évulo se reconocen entre si y se
fusionan para formar un nuevo organismo genéticamente distinto. La base molecular del
reconocimiento esperma-ovulo requiere de interacciones entre proteinas receptoras
mostradas en su superficie. lzumol es una proteina esencial de la superficie celular del
espermatozoide, el receptor para Ilzumol es el receptor de folato 4 (Folr4) en el 6vulo,
llamado Juno. El desprendimiento rapido de Juno del oolemma después de la fertilizacion
se sugiere como un mecanismo para el blogue membranal de la poliespermia,
asegurando de manera normal que el ovocito se fusione con un solo espermatozoide
(Bianchi et al., 2014).

Izumo se relocaliza desde el acrosoma anterior, donde se encuentra en espermatozoides
intactos, hacia otras regiones en la cabeza, que participan en la fusiéon con la membrana
plasmética de ovocito. La proteina Tssk6, un miembro de la familia de las serina quinasas
testiculo-especifica, es necesaria para el movimiento de Izumo y su papel esta mediada

por el citoesqueleto de actina (Darszon et al., 2011).

La fertilizacién es el evento culminante en la reproduccion sexual y requiere de la fusion
de espermatozoides y Ovulos haploides para crear un nuevo, genéticamente distinto,
organismo diploide. Una vez fertilizado, tanto el oolema y zona pellcida son
bioguimicamente alterados, haciendo al évulo poco receptivo a los espermatozoides
adicionales y reduciendo asi las posibilidades de la creacién de embriones poliploides no
viables. Izumol (nombre del santuario matrimonial japonés) es redistribuido en la
superficie de espermatozoides capacitados. Los receptores anclados glicofosfatidilinositol
- (GPI) en el ovocito son esenciales para la fertilizacién El receptor de folato 4 (Folr4), es

una proteina de anclaje GPI expresada en la superficie del 6vulo que es esencial para la
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fertilidad femenina el nombre a esta proteina 'Juno' diosa romana de la fertilidad y el

matrimonio (Bianchi et al., 2014).

Después de la fecundacion, los ovocitos se vuelven en gran medida refractarios a otros
eventos de fusidn espermaética para evitar la creaciéon de embriones poliploides no viables
debido a poliespermia. Esto se logra a través tanto de un de accidn relativamente de (> 1
h) por endurecimiento de la zona pellcida causado por la accion de enzimas liberadas a
partir de los granulos corticales después de la activacion del ovocito, y por la
despolarizacion eléctrica del oolemma En los mamiferos, el bloque de la membrana se

produce durante un periodo de tiempo mas largo (30 a 45 min)(Bianchi et al., 2014).

Juno se pierde rapidamente de la superficie celular después de la fertilizacion, Juno no se
internaliza después de la fertilizacion pero estd presente en vesiculas extracelulares,
presumiblemente derivadas del oolemma rico en microvellosidades que sufre cambios
arquitecténicos importantes tras la fertilizacion. El rapido desprendimiento de Juno de la
membrana del ovocito en vesiculas después de la fertilizacion proporciona por lo tanto un
posible mecanismo para el bloque membranal de la poliespermia en ovocitos de

mamiferos (Bianchi et al., 2014).
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Hipotesis.

Los procesos de capacitacion, reacciéon acrosomal y asimetria fosfolipidica inducidos in
vitro en espermatozoides de borrego doméstico (Ovis aries) de electroeyaculado y de cola

de epididimo en fresco y descongelado, se presentan de forma diferencial.

Objetivo general.

Estudiar la ocurrencia de cambios en la membrana plasmatica de espermatozoides de
borrego doméstico (Ovis aries) en fresco y al descongelado durante los procesos de

capacitacion y reaccién acrosomal.

Objetivos particulares.

Detectar la ocurrencia de la pérdida de la asimetria de la membrana plasmética del
espermatozoide de borrego doméstico (Ovis aries) durante la capacitacion y la reaccion

acrosomal.

Conocer la distribucion topolégica de la asimetria fosfolipidica de la membrana plasmatica
de la cabeza del espermatozoide de borrego doméstico (Ovis aries) durante la

capacitacion y la reaccién acrosomal.
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3.- Material y Métodos

Para la realizacion del presente trabajo se utiliz6 el semen de 14 machos en edad adulta,
se dividieron en 2 grupos de 7 individuos para la evaluacion de semen obtenido por el
método de electroeyaculacién y 7 para la evaluacion de espermatozoides obtenidos
mediante lavado retrogrado de cauda epididimal, en los que se evaludé el estado de

capacitacion y reaccion acrosomal.
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Esquema 1. Flujograma del procesamiento de las muestras obtenidas por los
diferentes metodos.



3.1.- Obtencién de semen por electroeyaculacion

Antes de la electroeyaculacién, los animales fueron restringidos de alimento y sedados
con Xilazina (5 mg/kg) (Borzan et al., 2011), durante la estimulacion el animal se mantuvo
recostado sobre su lado derecho para facilitar la coleccion de la muestra de semen y la
toma del registro cardiaco y respiratorio (Boussena et al., 2013). El recto se limpié de
heces y la zona del prepucio se lavo con solucién salina fisioldgica (Alvarez et al., 2012),
la sonda del electroeyaculador se lubrico, y se inserto suavemente en el recto del animal
entre 15-20 cm de profundidad (Nikolovski et al., 2012), en direccidn craneal y ligeramente
hacia el piso de la pelvis, con movimientos rotatorios para lograr el contacto con las
glandulas accesorias (Boussena et al.,, 2013), se enderez6 manualmente la flexura
sigmoidea y se extendié el glande del pene fuera del prepucio para fijarse con una gasa
estéril (Nikolovski et al., 2012), después de la exteriorizacion del pene de su vaina, se
suministraron entre 3 y 5 pulsos eléctricos de 9 voltios con duraciéon de 2-5 segundos,
alternados con periodos de descanso de 5 segundos, de manera consecutiva, hasta que
se obtuvo el eyaculado (Boussena et al.,, 2013), el cual se colecté en un tubo estéril
(Nikolovski et al., 2012).

3.2.- Obtencién de los espermatozoides epididimales

Para este procedimiento se utilizaron muestras de animales de rastro. Se tomaron los
testiculo y se les discect6 el epididimo, este fue limpiado de vasos sanguineos, mediante
un corte cerca de la unién del corpus y la cauda proximal. Se aislé del resto de la
estructura la cola del epididimo junto con el conducto deferente. A continuacién se llevo a
cabo el lavado retrégrado del conducto deferente y la cola del epididimo, utilizando una
jeringa cargada con 3 ml de extensor para semen e introduciendo una canula en el
conducto deferente, usando una aguja roma 21G. Los conductos deferentes y la cola del
epididimo se perfundieron con el extensor, después se inyectd aire, hasta que todos los
conductos del la cola del epididimo se vaciaron. La muestra se colecté en un tubo de
plastico, en ocasiones fue necesario hacer cortes adicionales en la cola del epididimo con

el fin de permitir que emergiera mejor el fluido (Martinez-Pastor et al., 2006).
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3.3.- Evaluacion espermaética basica.

Una vez obtenido el eyaculado se evallo primero el volumen y el color, para
posteriormente hacer una dilucion de semen 1:1 (v/v semen: extensor) a 37 °C para la
posterior evaluacién de la concentracion y la motilidad. EI movimiento de oleadas del
semen se clasificé en una escala subjetiva que varia de 1 a 5, donde se considera
namero uno cuando no hay movimiento en masas y al nimero cinco para representar el
movimiento de los espermatozoides con oleadas vigorosas (Rodrigues et al., 2013). La
evaluacién del porcentaje de motilidad progresiva se realiz6 de manera subjativa tomando
una pequefia gota del eyaculado, el cual se coloc6 en un portaobjetos a 37°C para ser
observada en un microscopio 6ptico, en el que se determind el porcentaje de motilidad
progresiva (Brito et al., 2004). Se utilizaron solo los eyaculados con motilidad progresiva

superior al 80% (Camara et al., 2011).

La concentracion espermética se determind usando un hemocitometro o camara de
Neubauer, para este método se diluyeron 10 ul del semen fresco en 1990 pl de solucién
de NaCl al 3%, haciendo una dilucion con relacién 1:200 (Nikolovski et al., 2012). 20 ul de
la muestra diluida se colocaron debajo del cubreobjetos con que se cubrié la camara de
Neubauer, y se dejaron reposar por 2 minutos hasta que las células se estabilizaron en
los campos para hacer el conteo sobre 5 cuadrados diagonales, o los de las esquinas y el
del centro, en el microscopio con el objetivo 40 X. Al nimero de espermatozoides
contados se le agregé un cero y se multiplicaron por 10°, ese numero correspondi6 a la
concentracion de espermatozoides por mililitro de muestra (Pichardo et al., 2004). El
numero total de espermatozoides eyaculados se calculé multiplicando la concentracion

espermatica por el volumen del eyaculado (Rodrigues et al., 2013).

La evaluacion del porcentaje de espermatozoides vivos se estimd mediante el uso de la
tinciébn eosina/nigrosina recomendada por Swanson, en la cual se mezclaron; 1g de
eosina B y 5g de nigrosina en 100 ml de agua bidestilada con 3% de citrato de sodio
(deshidratado), esta se mantuvo en refrigeracion, pero fue calentada a temperatura
ambiente antes de ser utilizada para la tincion (Swanson et al., 1951). Finalmente el
portaobjetos se colocé de nuevo en la termoplatina durante algunos minutos y luego se

conservo a temperatura ambiente hasta que se realizo la evaluacion (Foster et al., 2011).
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Se evaluaron al menos 100 espermatozoides (Nikolovski et al., 2012), en un microscopio
Optico con el objetivo de 40X, (Hernandez et al., 2012). Espermatozoides que se muestran
tefiidos parcial o completamente en color purpura se consideran no viables y de manera
contraria los que presentan una estricta exclusién de la tincién se cuentan como viables
(Najafi et al., 2013).

Patrén de tincidén de espermatozoides viables con eosina nigrosina

Figura 1.- Se observa el patron de tincidnde espermatozoides vivos (a) y
muertos (b).

3.4.- Congelacion

Para este proceso se utilizé6 un medio basado en tris-acido citroco, el cual contiene Tris
(hidroximetil-metilamina) (2.9 g), Fructuosa (1.25 g), Acido Citrico (1.32 g), Glicerol 6%
(v/v), estreptomicina (1 mg/ml), penicilina (100 Ul/ml) y yema de huevo 20% (v/v), diluidos
en 100 ml de agua bidestilada, (Gonzéalez-Santos et al., 2013) el cual se calent6é en bafio
maria a 37 °C, para la preservacion de semen colectado mediante el método de
electroeyaculacion. Posteriormente, en funcién de la concentracion espermética que
presentaron los eyaculados se determind, el numero de pajillas a congelar a
concentracion de 100 x10° espermatozoides por pajilla, las cuales se envasaron en
pajillas francesas de 0.5 ml, recomendadas para el caso de ovinos (Cabrera et al., 2011),
estas se sellaron con polvo de acetato de polivinilo se enfriaron a 5 °C durante 2 h como
periodo de equilibrio. Posteriormente el proceso de congelacion se realizé colocando las
pajillas de semen sobre vapor de nitrdgeno en una hielera de unicel durante 8 min 4 cm

por encima del nivel del nitrégeno liquido, aproximadamente a -90 °C y finalmente se
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precipitaron en el nitrégeno liquido (Mejia et al., 2009) a -196 °C. Para su almacenamiento

durante al menos 2 semanas antes del andlisis (Peris et al., 2004).

3.5.- Descongelacion

El descongelado de las pajillas se realiz6 en bafio Maria a 37 °C por 20s (Baspinar et al.,
2011), para su utilizacion en capacitacion in vitro, mediante la previa evaluacion la

viabilidad del semen con la tincién de Eosina - Nigrosina (Swanson et al., 1951).

3.6.- Preparacion del medio capacitante

El medio capacitante fue preparado sobre la base del medio tris-4cido citrico mas

heparina 10 yg/ml y albumina sérica bovina 3 mg / ml (Kato et al., 2000).

3.7.- Capacitacion in vitro

Después de la descongelacion y evaluacion de la viabilidad, se realiz6 un lavado para
separar el plasma seminal y retirarlo de la muestra (Bernardini et al., 2011). En un vial de
1.5 ml se colocaron 150 ul de la muestra de semen con 850 ul de solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) que contiene 3 g/l de BSA a 37.5 °C y se centrifugd a
temperatura ambiente a 2000 g por 40 s en una centrifuga (Mini-Centrifuga “SPROUT®”
modelo 5020250), se retir6 el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 ml de la
solucién con fosfato y nuevamente se centrifug6é la muestra. Finalmente se resuspendié el
pellet en 1 ml de medio capacitante, precalentado a 38.5 °C y se llevo a incubacion a 38.5
°C, bajo una atmésfera humidificada (95%) con 5% de CO, en aire (Shokrollahi et al.,
2014), por 2 h, considerado como condiciones de capacitacion estandar (Perez et al.,
1996)

3.8.- Prueba de fluorescencia CTC.
Después de dos horas de incubaciéon en el medio capacitante, se realizé la tincion de
Clortetraciclina (CTC), para esto se prepararon 750 pl CTC (Sigma) en medio

amortiguados basado en de Tris 20 mM, NaCl 130 mM y cisteina 5 mM, pH final 7.8. De la

41



suspension de espermatozoides a evaluar se tomaron 5 uyl y se mezclaron con 5 ul de la
solucién de CTC en un portaobjetos; después de 30 segundos, se cubrié con un
cubreobjetos. Las laminillas se mantuvieron en un contenedor protegidas de luz en un
ambiente hiumedo hasta que se examinaron mediante el uso de un microscopio equipado
con fase de contraste y Optica epifluorescente (Fraser et al., 1990). Esta prueba permitié
evaluar fluctuaciones de calcio mediante el uso del antibiético fluorescente CTC (Sancho
2013), donde se pudieron observar y clasificar en tres patrones diferentes. CTC-F: no
capacitados, estos presentaron fluorescencia uniforme en la cabeza, CTC-B: capacitados,
en la cabeza estos presentaron una banda libre de fluorescencia en la regidn post-
acrosomal, y CTC-AR: acrosoma reaccionado, estos no presentaron fluorescencia en la
cabeza o presentaron una delgada banda fluorescente en la regidon ecuatorial (Najafi et
al., 2013).

Patrén de tincién de espermatozoides capacitados y no capacitados.

Figura 2- Se observa el patron de tincion cuando el espermatozoide esta
capacitado (a) y cuando no lo estad (b), es importante resaltar que cuando el
espermatozoide no esta capacitado presenta una fluorescencia homogénea en
toda la cabeza, mientras que cuando esta capacitado presenta un patrén mas
oscuro en la region postecuatorial.

3.9.- Induccién de la reacciéon acrosomal

La reaccidon acrosomal se indujo agregando a una alicuota de 100 ul de la muestra
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incubada para la capacitacion, 10 pl de progesterona (3.18 mM concentracion final en
DMSO 0.1%), y se incubd por 60 minutos a 37°C bajo una atmdsfera de 5% de CO, / 95%
de aire y 95% de humedad relativa (Mayren-Mendoza et al., 2012).

3.9.1.-Evaluacion de la reaccion acrosomal mediante Azul Brillante de Coomassie
(BBC)

La evaluacién de la integridad acrosomal se realiz6 por medio de la tincion de Azul de
Coomassie. Se colocaron 4 yl de muestra en un portaobjetos, al cual previamente se le
aplicé polilisina al 1%, el frotis se secé al aire y se incubo en la tincién preparada con
0.22%, w/v azul de Coomassie G-250, 50% metanol, 10% &cido acético glacial y 40% de
agua, durante 40 min a temperatura ambiente (Ahmad et al.,, 2013), para su posterior
evaluacion, en un microscopio a 40 X (Gonzélez-Santos et al., 2013). El criterio que se
empleé en éste método fue la observaciéon de la tincidn azul sobre el acrosoma en
espermatozoides con acrosoma intacto, en cambio los espermatozoides reaccionados no
se tifleron en la region acrosomal estos dUdltimos fueron considerados como
espermatozoides con reaccién acrosomal prematura o dafio acrosomal, cuando el patréon
de tincibn se presento en muestras que no habian sido sometidas a la accién de la

progesterona (Feng et al., 2007).

Patrén de tincién de espermatozoides con reaccion acrosomal.

Figura 3.- Se observa el patrén de tincion cuando el espermatozoide esta
reaccionado (a) y cuando no lo esta (b), es importante resaltar que cuando el
espermatozoide no esta reaccionado se tifie de azul de manera homogenea,
mientras que cuando esta reaccionado presenta un patrén mas claro en la region
acrosomal.
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3.10-Prueba de translocacién de fosfatidilserina

Para el andlisis de translocacion de fosfatidilserina se utilizé6 Anexina — V (Kit de tincién

Annexin V FITC A9210 SIGMA) marcada con isotiosanato de fluoroseina. Se tomaron 10
pl de los espermatozoides capacitados y se les adicionaron 10 ul de Anexina V y se
incubaron durante 15 min a 37 °C en ausencia de luz, se colocaron en el portaobjetos y se
observaron bajo un microscopio de fluorescencia Leica (Leica Microsystem, Alemania)
usando un filtro de longitud de onda de 488 nm. Los espermatozoides con desorden en la
membrana exhibieron fluorescencia verde, mientras que los espermatozoides intactos

permanecieron sin tefir (Lukac et al., 2011),

Patron de fluorescencia de espermatozoides positivos a Anexina V.

Figura 4.- No se observa el patrén de fluorescencia cuando no esta expuesta la
fosfatidilserina (a), cuando se presenta el patron de fluerescencia el
espermatozoide expone fosfatidilserina (b), es importante resaltar que cuando el
espermatozoide expone fosfatidilserina, la Anexina V unida al isotiocianato de
fluoresceina fluoresce y por lo tanto el espermatozoide se ve de color verde,
mientras que cuando no se presenta la exposicion de la fosfatidilserina no hay
fluorescencia.
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4. -Resultados

Los resultados que se presentan en todas las graficas son el promedio y la desviacion

estandar las replicas n=7.

El porcentaje de espermatozoides vivos y movilidad progresiva se representa en la grafica
1, haciendo la comparacién entre muestras en fresco obtenidas de electroeyaculado y de
cola de epididimo. El porcentaje de espermatozoides vivos en electroeyaculado fue de
89.9 + 5.98 mientras que en muestras de cola de epididimo de 86.7 + 5.68. En cuanto a
los porcentajes de movilidad progresiva los resultados fueron: para electroeyaculado 80.3
+ 6.58 y para cola de epididimo 80.7 £ 9.39.

Gréfica 1.- Porcentajes de espermatozoides vivos y su movilidad progresiva en
muestras frescas de carnero (Ovis aries) obtenidas de electroyaculado y cola de
epididimo (n=7).

Los porcentajes de los espermatozoides en fresco que presentaron los patrones de
fluorescencia (B+AR) como indicativo de para el ensayo de CTC, asi como a reaccion
acrosomal (BBC) y anexina positiva se representan en la grafica 2, haciendo una
comparacion entre el tipo de muestra (electroeyaculado y de cola de epididimo). El
porcentaje de espermatozoides capacitados fue para electroeyaculado de 4.6 + 1.51

mientras que para cola de epididimo 3.4 + 1.27, en cuanto a reaccionados para
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electroeyaculado 5.0 + 1.63 y para epididimo 4.4 = 1.72, finalmente para los
espermatozoides positivos a anexina fueron los siguientes: para electroeyaculado 4.4 +

1.40 y para cola de epididimo 3.9 + 1.07.

Gréfica 2.- Porcentajes de espermatozoides de carnero (Ovis aries) capacitados
(CTC, B+AR), con reaccion acrosomal (BBC) y positivos a anexina en muestras
en fresco, de eyaculado y cola de epididimo (n=7).

Los porcentajes de los espermatozoides de muestras en fresco incubados (2 hrs) que
presentaron alguno de los patrones de fluorescencia indicativos de capacitacion (B+AR),
asi como reaccion acrosomal y anexina positiva se representan en la grafica 3, haciendo
una comparacion entre el tipo de muestra (electroeyaculado y de cola de epididimo). El
porcentaje de espermatozoides capacitados fue para electroeyaculado de 25.9 + 555 y
para cola de epididimo 28.4 = 5.03, los espermatozoides de electroeyaculado con
reaccién acrosomal fue de 39.4 + 2.76 y los de cola de epididimo 44.3 + 6.1, el porcentaje
de espermatozoides de electroeyaculado positivos a anexina v fue de 31.00 + 3.2 y de
cola de epididimo de 28.0 + 4.76.
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Gréfica 3.- En esta grafica se representan los porcentajes de espermatozoides de
carnero (Ovis aries) capacitados, con reaccién acrosomal y positivos a anexina V
de muestras de electroeyaculado y cola de epididimo en fresco e incubados
(n=7).

Los porcentajes de espermatozoides vivos y movilidad progresiva se representa en la
gréfica 4, haciendo la comparacidon entre muestras crioconservadas obtenidas de
electroeyaculado y de cola de epididimo. El porcentaje de espermatozoides vivos en
electroeyaculado fue de 45.6 + 9.54 mientras que en muestras de cola de epididimo de
53.6 + 5.65. En cuanto a los porcentajes de movilidad progresiva los resultados fueron:

para electroeyaculado 36.1 + 3.24 y para cola de epididimo 38.86 + 5.58.
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Gréfica 4.- En esta grafica se representan los porcentajes de espermatozoides de
carnero (Ovis aries) vivos y su movilidad progresiva en muestras frescas
obtenidas de cola de epididimo y electroeyaculado crioconservados (n=7).

Los porcentajes de los espermatozoides criopreservados que presentaron patrén de
fluorescencia indicativos de capacitacion (B+AR), asi como a reaccién acrosomal y
anexina positiva se representan en la gréafica 5, haciendo una comparacion entre el tipo de
muestra (elecytroeyaculado y cola de epididimo). El porcentaje de espermatozoides
capacitados fue para electroeyaculado de 7.1 + 1.95 mientras que para los de cola de
epididimo 5.6 + 1.90, en cuanto a reaccionados para electroeyaculado 12.6 + 3.05 y para
los de cola de epididimo 16.9 + 3.29, finalmente para los espermatozoides positivos a
anexina fueron los siguientes: para electroeyaculado 14.1 + 2.41 y para los de cola de

epididimo 17.3 + 2.93.
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Grafica 5.- En esta grafica se representan los porcentajes de espermatozoides de
carnero (Ovis aries) capacitados, con reaccion acrosomal y positivos a anexina en
muestras crioconservadas de eyaculado y cola de epididimo (n=7).

Los porcentajes de los espermatozoides crioconservados e incubados incubados (2 hrs)
que presentaron alguno de los patrones de fluorescencia indicativos de capacitacion
(B+AR), asi como reaccion acrosomal y anexina positiva se representan en la grafica 6,
haciendo una comparacién entre el tipo de muestra (electroeyaculado y de cola de
epididimo). El porcentaje de espermatozoides capacitados fue para electroeyaculado de
40.0 £ 7.26 y para cola de epididimo 44.4 + 10.31, los espermatozoides de eyaculado con
reaccion acrosomal fue de 53.9 + 8.32 y los de cola de epididimo 49.6 + 10.91, el
porcentaje de espermatozoides de electroeyaculado positivos a anexina fue de 42.1 +
9.26 y de cola de epididimo de 42.7 £ 12.91.
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Gréfica 6.- En esta grafica se representan los porcentajes de espermatozoides de
carnero (Ovis aries) capacitados, con reaccion acrosomal y positivos a anexina en
muestras crioconservadas e incubadas de eyaculado y cola de epididimo (n=7).

El porcentaje de espermatozoides vivos y movilidad progresiva haciendo la comparacién
entre muestras en fresco y crioconservadas obtenidas de electroeyaculado y de cola de
epididimo se representa en la grafica 7. El porcentaje de espermatozoides vivos en
electroeyaculado en fresco fue mayor significativamente (p < 0.05) que de
electroeyaculado crioconservados (89.9 + 5.98 y 45.6 + 9.54 respectivamente), de igual
forma los espermatozoides de cola de epididimo en fresco también fueron
significativamente mas altos (p < 0.05) que los de cola de epididimo crioconservados
(86.7 + 5.68 y 53.6 + 5.65 respectivamente). La movilidad progresiva fue mayor en
espermatozoides de electroeyaculado en fresco (80.3 + 6.58) con respecto a los de
electroeyaculado crioconservados (36.1 = 3.24). También se encontraron diferencias
significativas (p < 0.05) al comparar los espermatozoides obtenidos de cola de epididimo
en fresco en comparacién con los de cola de epididimo crioconservados (80.7 + 9.39 y

38.9 £ 5.58 respectivamente).
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Grafica 7.- En esta grafica se representa el efecto de la crioconservacién sobre la
viabilidad y movilidad progresiva de los espermatozoides de carnero (Ovis aries)
de eyaculado y de cola de epididimo, Literales diferentes sefialan diferencia
estadistica (p < 0.05).

Los porcentajes de los espermatozoides de electroeyaculado y de cola de epididimo que
presentaron patron de fluorescencia indicativos de capacitacion (B+AR), asi como a
reaccidon acrosomal y anexina positiva se representan en la grafica 8, haciendo una
comparacion entre muestras en fresco y crioconservadas. El porcentaje de
espermatozoides capacitados fue para electroeyaculado en fresco de 4.6 + 1.51 mientras
que para los de electroeyaculado crioconservados 7.1 + 1.95; en cuanto a los
espermatozoides de cola de epididimo en fresco el porcentaje de capacitados fue de 3.4 +
1.27 mientras que de los de cola de epididimo crioconservados de 5.6 + 1.90, al hacer la
comparacion entre espermatozoides de electroeyaculado y de cola de epididimo en fresco
con respecto a crioconservados no se encontraron diferencias estadisticas (p < 0.05). Los
espermatozoides de electroeyaculado en fresco con reaccién acrosomal fue de 5.0 £ 1.63
siendo menor significativamente (p < 0.05) al compararlo con los de electroeyaculado
crioconservados 12.6 *+ 3.05. De igual forma los espermatozoides con reaccién acrosomal
de cola de epididimo en fresco fue menor (p < 0.05) que los de cola de epididimo

crioconservados (4.4 = 1.72 y 16.9 + 3.29 respectivamente). Finalmente para los
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espermatozoides positivos a anexina fueron los siguientes: para electroeyaculado en
fresco 4.4 + 1.40 y electroeyaculado crioconservados 14.1 + 2.41 presentando diferencia
estadistica (p < 0.05), en los espermatozoides de cola de epididimo en fresco, el
porcentaje de positivos a anexina fue 3.9 + 1.07 y 17.3 + 2.93 para los de cola de

epididimo crioconservados siendo diferentes estadisticamente.

Gréfica 8.- En esta grafica se representa el efecto de la crioconservacién sobre la
criocapacitacion y reaccién acrosomal prematura y asimetria fosfolipidica, en
espermatozoides de carnero (Ovis aries) de electroeyaculado y de cola de
epididimo, literales diferentes sefialan diferencia estadistica (p < 0.05).

Los porcentajes de espermatozoides de electroeyaculado y de cola de epididimo
incubados que presentaron patron de fluorescencia indicativos de capacitacién (B+AR),
asi como a reaccién acrosomal y anexina positiva se representan en la grafica 9,
haciendo una comparacion entre muestras en fresco y crioconservadas. El porcentaje de
espermatozoides capacitados fue para electroeyaculado en fresco de 25.9 + 5.55
mientras que para los de electroeyaculado crioconservados 40.0 + 7.26, siendo mas altos
estos Ultimos significativamente (p < 0.05); en cuanto a los espermatozoides de cola de
epididimo en fresco el porcentaje de capacitados fue menor (p < 0.05) 28.43 + 5.03 en
comparacion de los de cola de epididimo crioconservados 44.4 + 10.31. Los
espermatozoides de electroeyaculado en fresco e incubados con reaccion acrosomal fue

de 39.43 + 2.76 siendo menor significativamente (p < 0.05) al compararlo con los de
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electroeyaculado crioconservados e incubados 53.9 + 8.32. En los espermatozoides con
reaccion acrosomal de cola de epididimo en fresco e incubados no se encontraron
diferencias estadisticas con respecto a los de cola de epididimo crioconservados e
incubados (44.3 + 6.1 y 49.6 * 10.91 respectivamente). Finalmente para los
espermatozoides positivos a anexina fueron los siguientes: para electroeyaculado en
fresco e incubados 31.0 + 3.164 y electroeyaculado crioconservados e incubados 42.1 +
9.26 presentando diferencia estadistica (p < 0.05), en los espermatozoides de cola de
epididimo en fresco e incubados, el porcentaje de positivos a anexina fue 28.0 £ 4.76 y de
42.7 £ 12.91 para los de cola de epididimo crioconservados e incubados siendo diferentes

estadisticamente (p < 0.05).
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Grafica 9.- En esta gréafica se representa el efecto de la crioconservacién sobre la
capacitacion y reaccién acrosomal prematura y asimetria fosfolipidica, en
espermatozoides de carnero (Ovis aries) de electroeyaculado y de cola de
epididimo incubados. Literales diferentes sefalan diferencia estadistica (p < 0.05).

53



5.-Discusion

En este estudio, se evalué el efecto sobre la calidad espermética, capacitacion y reaccion
acrosomal de espermatozoides de carnero obtenidos mediante electroeyaculacion y
lavado retrogrado de cola de epididimo, tras la criopreservacién e incubacion in vitro en un
medio capacitante. Tomando en cuenta que la electroeyaculacion es una excelente
opcién para los animales incapacitados para la monta o que no han sido entrenados para
eyacular en la vagina artificial, mientras que la coleccion postmortem es un método de
emergencia que puede ser utilizado cuando los machos valiosos mueren repentinamente
(Garcia-Alvarez et al., 2009).

La fertilizacion es el proceso por el cual los espermatozoides y el 6vulo se unen para
producir un individuo genéticamente distinto a todos los deméas (Florman et al., 2015),
dicho de otra forma, dos células al borde de la muerte (apoptosis) de las cuales va a
surgir una nueva vida (Velayos et al., 2000). Para que esto sea posible deben encontrarse
en condiciones especificas dentro de un espacio tiempo especifico en el tracto

reproductor femenino (Breininger et al., 2010) in vivo, o a nivel de laboratorio in vivo.

Para que un espermatozoide adquiera su capacidad de fertilizar, es necesario que
experimente diferentes procesos fisiolégicos, ademas de contar con ciertas
caracteristicas. Los principales procesos son adquirir su maduracion, la cual ocurre
durante su transito por la cabeza, cuerpo y cola del epididimo, ya en la regién caudal, los
espermatozoides adquieren su forma definitiva y la capacidad de movimiento, algunos
experimentos in vitro también han demostrado su capacidad de penetrar ovocitos
desnudos. Una vez madurados, los espermatozoides sélo esperan el proceso de
eyaculacion para ser depositados en el tracto reproductor femenino donde realizaran la
capacitacion y posteriormente la reaccion acrosomal, los espermatozoides dafiados son
fagocitados por las células basales, estas son un tipo de macréfagos que se encuentran
adyacentes a la lamina basal del epididimo y exhiben propiedades estructurales y
antigénicas tipicas de los macrofagos (Hedger 2015). La capacitaciébn espermatica se
lleva a cabo cuando el semen es depositado en la vagina en ciertas especies como en los
ovinos y se mezcla con el moco uterino, o que hace que los espermatozoides cambien de
medio. Se sabe que en el moco uterino se encuentran diversas substancias, que

favorecen la salida del colesterol de la membrana plasmatica del espermatozoide, entre
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las que destaca la albumina (Sutovsky et al., 2010). Los principales cambios en el
espermatozoide durante dicho proceso son la adquisicion de una hipermovilidad,
alteraciones en la membrana plasmatica como la pérdida de glicoproteinas, lipoproteinas,
algunos fosfolipidos, activacion de diversos canales entre los que destacan los de Ca®* ,
dependientes de voltaje y otros mas, consumo de oxigeno y algunos nutrientescomo
fructosa (Leahy et al., 2011), asi como también se ha reportado la pérdida de la asimetria
fosfolipidica entre otros procesos. Una vez realizada la capacitaciébn espermética, solo
aquellos espermatozoides que pasaron por este proceso podran llevar acabo la reacciéon
acrosomal, cuando entran en contacto con la zona pellcida. La reaccion acrosomal se
resume como la continuacion de los cambios membranales que permiten la unién de la
membrana plasmatica con la membrana acrosomal externa (Baltiérrez-Hoyos et al., 2012)
en diversos puntos, seguida de la formacién de poros y la salida del contenido acrosomal

que permitira la penetracion del ovocito.

Uno de las primeras caracteristicas que debe de cumplir un espermatozoide para tener la
posibilidad de fecundar un ovocito, es que esté vivo. La OMS (1999), menciona que en el
caso de semen humano normal, debe tener al menos un 75% de espermatozoides vivos;
en ovino y carnero se ha reportado que un porcentaje adecuado de espermatozoides
vivos debe de ser mayor a 70% (Aguado et al., 1994). En los resultados obtenidos en este
trabajo, se observa que tanto en espermatozoides de electroeyaculado como de cola de
epididimo en fresco los porcentajes de viabilidad estan por arriba de lo recomendado en la
bibliografia (ambas muestras presentaron un porcentaje mayor al 80%). Es importante
resaltar que al hacer la comparacidon entre espermatozoides de electroeyaculado con
respecto a los obtenidos de cola de epididimo (grafica 1) no se encontraron diferencias

estadisticas (p < 0.05).

Otro de los requisitos indispensables que debe de cubrir el espermatozoide para llegar a
fecundar, es la movilidad. Existe una gran diferencia entre las especies, referente a la
movilidad progresiva normal o aceptable, por ejemplo en ovinos recomiendan el 80%
(Camara et al., 2011), para aprobar un examen de aptitud reproductiva, se recomienda
que los eyaculados de toros tengan mas de 30% de movilidad progresiva, los toros
seleccionados como sementales mas del 60% y los perros mas de 70% (Larsson, 1996);

los seres humanos suelen tener mas del 50% (OMS, 1999). Cuando se evaluaron
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espermatozoides obtenidos de cola de epididimo a diferentes tiempos postmortem
mantenidos a 5°C, se encontré que a las 24 h el porcentaje de movilidad fue cercana a lo
recomendado por la OMS, sin embargo a las 48 y 72 h se observé un drastico descenso
(Tamayo-Canul et al., 2011). En las muestras de electroeyaculado y cola de epididimo
gue se analizaron en este trabajo, se obtuvieron resultados superiores al 80%, lo que
determina que ambas muestras, fueron de muy buena calidad (gréfica 1), y conservan
condiciones con potencial fertilizante para su uso en técnicas como inseminacion artificial

via vaginal, inseminacion intrauterina y fertilizacion in vitro.

Cuando los espermatozoides realizan el proceso de capacitacién o reacciéon acrosomal
prematura (espermatozoides con patrones similares a los de los espermatozoides
capacitados o reaccionados, sin haber sido sometidos a los fluidos del Gtero o medios con
substancias inductoras de dichos procesos), no podran llegar a fecundar, debido a que los
capacitados una vez depositados en el tracto reproductor femenino realizaran la reaccion
acrosomal de manera anticipada (antes de entrar en contacto con la zona pellcida). Una
vez realizada la reaccidn acrosomal, el espermatozoide se queda sin enzimas
acrosomales, lo que les impedira penetrar al ovocito. Por lo anterior, es importante que las
muestras de electroeyaculado y/o de cola de epididimo recién obtenidas, presenten el
menor numero de espermatozoide bajo estas circunstancias. De igual forma se ha
estudiado que la pérdida de la asimetria fosfolipidica de la membrana plasmética del
espermatozoide, es un proceso que se presenta durante la capacitacién y es necesaria
para desencadenar la reaccion acrosomal (Avalos-Rodriguez et al., 2004). La pérdida de
la asimetria fosfolipidica se detecta por la exposicion de fosfatidilserina hacia la lamina
externa de la membrana plasmatica. Cuando este fosfolipido de caracteristicas
fusogénicas se expone, desencadena la fusibn membranal y facilita la reaccién acrosomal
(Harrison, 1996). Por lo que en muestras recién obtenidas, debe de haber el menor
numero de espermatozoides positivos a anexina. Tanto el porcentaje de espermatozoides
con patrones de capacitacion, como de reaccién acrosomal en nuestras muestras de
electroeyaculado como de cola de epididimo estuvieron por debajo del 6% (Grafica 2) y
no se presentaron diferencias estadisticas (p < 0.05) entre las muestras de
electroeyaculado con respecto a las de cola de epididimo. Es posible que estos
espermatozoides estén incluidos en los porcentajes de espermatozoides muertos, ya que

la tincién de eosina-nigrosina tiene la facilidad de atravesar las membranas dafiadas vy tifie
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de rojo a la célula. De igual forma la pérdida de la asimetria fosfolipidica (grafica 2) se
present6 de forma similar en porcentajes menores a 5 tanto en muestras de
electroeyaculado como de cola de epididimo, estos resultados son similares a los

publicados por Avalos-Rodriguez et al. (2004).

Cuando los espermatozoides tanto de electroeyaculado como de cola de epididimo fueron
sometidos al tratamiento de incubacion en medio capacitante, se observo un incremento
muy marcado con respecto a las no incubadas, sin embargo no encontramos diferencias
estadisticas (p < 0.05) entre el tipo de muestra (graficas 2 y 3), a pesar de que existen
reportes que argumentan posibles diferencias entre muestras de electroeyaculado con
respecto a cola de epididimo, argumentando que los espermatozoides de cola de
epididimo presentan una ligera ventaja con respecto a los de electroeyaculado, por
motivos de que los primeros carecen del plasma seminal rico en substancias

descapacitantes que limitan el proceso de capacitacién.

Las principales substancias presentes en el medio de incubacion que favorecieron el
proceso de capacitacion fueron, albumina y heparina. La albimina es una proteina que
remueve el colesterol de la membrana plasmatica favoreciendo la fluidez y permeabilidad
membranal, mientras que la heparina favorece la movilizacién de Ca** y el aumento en la
fosforilacion de proteinas (Breininger et al., 2010) incrementando el pH intracelular (Parris,
et al.,2014).

Los componentes fosfolipidicos de la membrana plasmatica del espermatozoide al igual
gue en otros tipos celulares se encuentran de manera asimétrica y la pérdida de dicha
asimetria, puede ser una importante evidencia de desestabilidad membranal. Aunque se
sabe que este desequilibrio en los componentes estructurales de la membrana, puede
terminar con la muerte de la célula, en el caso del espermatozoide, ademas puede estar
involucrado de forma importante en la induccién de capacitaciéon y reaccion acrosomal
prematura. Lo que disminuird drasticamente su capacidad fertilizante (Harrison et al.,
1996). Por otro lado, en estudios realizados por Avalos-Rodriguez et al (2004),
demostraron que cuando los espermatozoides son incubados en un medio capacitante,
éstos pierden la asimetria fosfolipidica de manera progresiva con respecto al tiempo de

incubacién. Lo cual induce al espermatozoide a la fusion de membranas para iniciar la
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reaccion acrosomal (Gadella et al., 2002). En las muestras de electroeyaculado como de
cola de epididimo sometidas a 2 horas de incubacion en el medio inductor de capacitacion
se encontraron incrementos muy marcados en la exposicién de fosfatidilserina en ambos
tipos de muestras con respecto a las no incubadas, con lo que se confirma lo reportado
por Avalos-Rodriguez et al., (2004) que la exposicion de fosfatidilserina se presenta

durante el proceso de capacitacion.

Para cuestiones de criopreservaciéon de gametos y de inseminacién artificial se requiere
que la membrana plasméatica de los espermatozoides a utilizar mantenga su integridad
estructural para garantizar mayormente la capacidad fertilizante. Los espermatozoides
son células moviles altamente sensibles al entorno en que se encuentren una vez
eyaculados, estos dafios pueden verse reflejados principalmente en su membrana, la cual
puede desestabilizarse (verse alterada en su fluidez) (Ahmad et al., 2013), y permitir el
paso de iones (Sutovsky et al., 2010), lo que podria desencadenar la capacitacion de
manera fisiolégica in Utero, in vitro en el laboratorio o podria experimentar cambios
similares a la capacitacion tras la descongelacion. De cualquier forma este proceso es
detrimental para la viabilidad de los espermatozoides de llegar a ocurrir lejos del sitio de
fertilizacion (Mendoza et al., 2012), comprometiendo su funcionalidad al momento de su

encuentro con la membrana del ovocito (Gadella et al., 2014).

En el presente estudio se encontr6 que tanto en espermatozoides de electroeyaculado
como de cola de epididimo después de la congelacién la viabilidad de los
espermatozoides bajo drasticamente en aproximadamente un 50% (grafica 4), de la
misma forma ocurrié en la movilidad progresiva bajando en mas de un (50% Gréfica 4),
sin embargo al comparar la viabilidad y movilidad progresiva en espermatozoides
congelados y descongelados entre el tipo de muestra no se encontraron diferencias (p <
0.05), a pesar de que se utilizé el mismo protocolo de congelacion en ambos grupos con
la misma concentracién de glicerol, el cual favorece la estabilidad de las membranas.
Estudios han demostrado que las muestras de electroeyaculado son menos resistentes
que espermatozoides de cola de epididimo cuando se someten a condiciones de estrés
criobioldgico tales como enfriado, estrés osmatico, y la adicidon y eliminacién de agentes
crioprotectores (Garcia-Alvarez et al., 2009). Alvarez et al., 2012 encontraron al

descongelado un 34.2 % de dafio acrosomal para espermatozoides obtenidos por
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electroeyaculado comparado con 11.6% para espermatozoides de cola de epididimo y
recomiendan el 4% de glicerol para la congelacibn de muestras de espermatozoides
eyaculados o electroeyaculados, mientras que para espermatozoides epididimales
consideran mas adecuado el 8% de glicerol, posiblemente debido a que estas muestras
presentan una mayor resistencia a los efectos toxicos del glicerol, lo que les permiten

beneficiarse a partir de sus efectos protectores.

La capacitacion espermatica se ha evaluado de diferentes maneras, tales como la
aglutinacién de la regién cefédlica de los espermatozoides, la capacidad de penetrar
ovocitos o tinciones como CTC (Dapino et al., 2006) o Anexina V (Leahy et al., 2015), las
cuales pueden poner de manifiesto la movilizacién de Ca**, o la pérdida de asimetria de
fosfolipidos de la membrana, ambas estan relacionadas con la desestabilizacion de la
bicapa de fosfolipidos que componen la estructura de las membranas biolégicas y que
conlleva a la reaccion del acrosoma, evento que favorece la penetraciéon de la zona
pelicida y la preparacion de receptores para la fusion de membranas con el ovocito, ya

sea in vivo o in vitro (Luna et al., 2015).

La capacitacion in vitro es utilizada para realizar la fertilizacion in vitro, y producir
embriones a nivel de laboratorio, para lo cual pueden utilizarse espermatozoides
provenientes de muestras obtenidas de eyaculados, electroeyaculados o directamente de
la cola del epididimo (Breininger et al., 2010). En los resultados obtenidos en este trabajo
se encontré que tanto las muestras crioconservadas de electroeyaculado como las de
cola de epididimo respondieron favorablemente al efecto de la incubacion con el medio
capacitante encontrandose en ambas muestras un porcentaje superior al 40%, asi
también el porcentaje de reaccién acrosomal fue de aproximadamente del 50% en ambas

muestras crioconservadas.

La reaccién acrosomal es un evento que aunque requiere previamente de la capacitacion,
esta también presenta una serie de cascadas de sefializacion, las cuales in vitro requieren
de calcio; aunque en ausencia de este, la progesterona favorece la liberacion de calcio
desde los reservorios intracelulares, para su participacion en la produccién de &acido
araquidonico a partir de fosfatidilcolina mediante la activacién de la enzima fosfolipasa A2,

para que se lleve a cabo la fusion de la membrana plasmatica y la membrana acrosomal y
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se dé la liberacion de enzimas del acrosoma, esta via no se logra de manera inmediata
pues es un evento dependiente de tiempo (Arenas et al., 2010), que in vivo requiere de la
presencia de receptores de la zon apellcida. Seria conveniente corroborar mediante la
fertilizacion in vitro, si la criocapacitacion o la induccién de la capacitacidon con heparina y
albumina serica bovina y de la reaccion acrosomal mediante progesterona se comportan
de la misma manera y tener un mejor panorama sobre el dafio criogénico y la

criocapacitacion.
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6.- Conclusiones

Los resultados permiten concluir que es posible obtener espermatozoides de carnero de
buena calidad con ambos métodos de recoleccién, electroeyaculacion y lavado retrégrado

de cola de epididimo.

Que en ambas muestras, las condiciones de crioconservacion afectan de manera similar

la calidad espermatica.

Los inductores de capacitacién heparina y albimina sérica bovina y de la reaccion

acrosomal progesterona, en ambas muestras influyen de manera similar.

La obtencién de espermatozoides mediante la técnica de electroeyaculacion es una
alternativa importante cuando los machos no han sido entrenados para el uso de la vagina
artificial para la obtencion de espermatozoides para la inseminacion artificial y la

criopreservacion.
La obtencién de espermatozoides mediante el lavado retrogrado de la cola de epididimo
es una buena herramienta como ultimo recurso en el caso de machos que han sufrido una

muerte subita.

El proceso de crioconservacion influye alterando la asimetria fosfolipidica de la membrana

espermatica, ocasionando cambios en la arquitectura de los lipidos que la componen.
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