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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar si existe una correlacién
entre ubiquitinacion espermatica y fertilidad, para lo cual se utilizaron
pajillas seminales criopreservadas de toros con dos niveles distintos
de fertilidad Normal (promedio) y Alta (altamente fértiles) reportada in
vivo, a las cuales se les realizaron espermogramas, fertilizacién in
vilro y se obtuvo el porcentaje de espermatozoides ubiquitinados al
momento de ser descongelados y después de ser capacitados in
vitro. No encontramos diferencias estadisticamente significativas (p
>0.05) en los espermogramas, porcentajes de ubiquitinacion
espermatica entre los sementales (Normal 42.97+3.69 post-
descongelacion y 44 6717 .59 post-capacitacion; Alta 49.68+9.27 post-
descongelacion y 45.05+7.51 post-capacitacién) ni en los porcentajes
de fertilidad in vitro (Normal 29.191£5.55 y Alta 29.10+5.87). Con estos
resuitados podemos concluir que no existen diferencias entre los dos
grupos de sementales tal como lo afirma SEMEX Alliance por lo que
sus grados de fertilidad observada in vivo pueden deberse a una
combinacién de factores ajenos a los espermatozoides; que la
ubiquitinacién espermatica no tiene relacién con los parametros
evaluados en el espermograma y no esta relacionada con el grado de
fertilidad por lo que |la deteccion de espermatozoides ubiquitinados no
es una técnica util para diferenciar sementales bovinos con grados de
fertilidad cercanos. Ademas al detectar un alto porcentaje de
espermatozoides ubiquitinados podemos suponer que este proceso
no tiene relacion con la capacidad fertilizante, y finalmente que la

degradacion de proteinas que ocurre en la remodelaciéon de la
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membrana plasmatica del espermatozoide durante la capacitacion al
parecer no involucra de manera importante al sistema ubiquitina-

proteosoma.

Palabras clave: Ubiquitina, espermatozoide, fertilidad.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine whether a correlation exists
between sperm ubiquitination and fertility, for which cryopreserved
semen straws were used for bulls with two different fertility levels:
Normal (average) and High (highly ferlile) reported in vivo.
Spermograms in vitro fertilization were performed, and we obtained
the percentage of ubiguitinated sperm at thawing and after in vitro
capacitation. We found no statistically significant differences (p> 0.05)
in semen analysis, sperm ubiquitination rates between bulls (Normal
42,97+3.69 post-thaw and 44.67+7.59 post-capacitation; High
49.6819.27 post-thaw and 45.05%7.51 post-capacitation) or in vitro
fertility rates (Normal 29.19+5.55 and High 29.10+5.87). We conciude
that (1) there are no differences between the two groups of bulls as
claimed by SEMEX Alliance. So that their fertility levels observed in
vivo may be due to a combination of factors other than sperm, (2) the
sperm ubiquitination is not related with any of the parameters
evaluated in the semen and (3) is not related to the degree of fertility
so that the detection of ubiquitinated sperm is a useful technique for
differentiating bovine stallions near degrees of ferility. Moreover
detecting a high percentage of ubiquitinated sperm is not related to
the fertilizing capacity, and finally the degradation of proteins that
occurs in the remodeling of sperm plasma membrane during
capacitation process does not appear to involve significantly to the

ubiquitin-proteasome system.

Keywords: Ubiquitin, sperm, fertility.
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I. INTRODUCCION

La fecundacion en los mamiferos ocurre como consecuencia del
encuentro de los gametos masculino y femenino (Johanson et af,
2009), la cual ocurre después de una detallada seleccion natural que
intenta garantizar que la estructura y funcion de cada uno de ellos sea
la adecuada (Yin et al,, 1998). En la produccion animal, los machos
representan un componente fundamental, ya que mientras una
hembra en cada ciclo estral produce un nimero limitado de ovocitos
debido a que sufren una dramatica reduccién en su numero (atresia) y
s6lo algunos logran ser ovulados (Rosales, 2008), los machos son
capaces de producir millones de gametos fértiles en cada eyaculado
(Bebington et al., 1999). Esta caracteristica dio pié al desarrollo de
técnicas de reproduccién asistida como la inseminacion artificial, cuyo
proposito es aprovechar al maximo la produccion espermaética de los
sementales (Yildiz et al, 2007). Debido a lo anterior, ha sido de
fundamental importancia en la implementacion de la inseminacién
artificial desarrollar técnicas de evaluacién seminal que en la medida
de lo posible garanticen la capacidad fertilizante de cada dosis

envasada.

Actualmente, al semen de los sementales trabajados en esta industria
se le aplican examenes macroscopicos y microscépicos, cuyos
resultados segun Sutovsky ef al, (2001a), sélo mantienen una
relacion moderada con la capacidad fertilizante de los
espermatozoides. Se ha observado que sumado a estas técnicas
convencionales, evaluar la integridad y funcibn de la membrana

plasmatica del espermatozoide es mas eficaz (Sanchez et al., 2002).



Sutovsky et al (2004) sugirieron que en la eyaculacién de un
semental, puede ocurrir la eliminacion de espermatozoides
defectuosos o con alteraciones no visibles al microscopio optico, que
involucra a proteinas de la membrana plasmatica por un mecanismo
fisioldgico que marca a las proteinas alteradas con ubiquitina para su
posterior eliminacion, y que esto pudiera contribuir a explicar el
porqué de los millones de espermatozoides producidos por un macho
en cada eyaculado sélo uno lograra fecundar al ovocito y el resto
morira (Albarran et al., 2005), sin embargo no se tiene claro cuéles
son los mecanismos de seleccion y solo se ha sugerido que el
sistema de ubiquitinacion puede estar involucrado (Sutovsky et al.,

2001a).

Desarrollar técnicas de evaluacidon espermatica gue garanticen la
capacidad fertilizante de una dosis de semen evitaria pérdidas
econdmicas por el uso de dosis multiples por gestacion, mantener a
sementales de baja calidad reproductiva en la industria de la
inseminacién artificial y en los hatos de reproductoras, asi como

disminucién de los dias abiertos e intervalo entre partos.

Intentando alcanzar mayor confiabilidad en cada dosis seminal las
casas comercializadoras han desarrollado evaluaciones basada en
datos recogidos de campo que pueden basarse en pruebas generales
de produccion, salud, longevidad, conformacién, ubres, patas vy
pesunas, etc; y evaluaciones mas especializadas con gran cantidad
de datos, por ejemplo: para valores genéticos de produccién vy
gestaciones (GeneFORCE de Accelerated Genetics), genética de alta
longevidad y produccién (PACE de Accelgen), indices de fertilidad

(Repromax de SEMEX Alliance) y produccion superior en lactaciones
5



consecutivas (Serie Maestros de SEMEX Alliance) entre otras (ABS
México, 2011; Accelgen, 2011).



II. ANTECEDENTES

1. Evaluacion de la calidad espermatica de los animales de granja

El espermograma es el examen de diagnéstico mas importante y
senciflo para iniciar el estudio de la fertilidad de un macho. En él se
evaluan los aspectos fisicos del semen, como volumen, pH, color y
olor, asi como los aspectos celulares que indican numero, movilidad,
morfologia y vitalidad de los espermatozoides. También puede ofrecer
informacién valiosa sobre la presencia de ofras células como
macrofagos, linfocitos, bacterias y hongos (Vasquez y Vasquez,
2007). Se debe tener en cuenta que existen dos tipos de
evaluaciones diferentes, la del semen fresco y la del semen

congelado-descongelado (Catena y Cabodevila, 1999).

En las muestras de semen fresco se puede evaluar volumen, color,
olor y densidad; mientras que en el descongelado los parametros de
estas caracteristicas se ven alterados por la presencia de diluyentes y
criopreservantes. La viabilidad, motilidad masal y progresiva,
morfologia y concentracion se realizan de la misma forma para los

dos tipos de muestra seminal.

Volumen: Las glandulas sexuales accesorias secretan el liquido
seminal, que es indispensable para transportar a los espermatozoides
y su produccién depende de la testosterona. Un toro mayor de 2 ahos
debe tener un eyaculado no menor a 4 ml, el volumen puede variar
entre 2 y 12 ml (Barth, 1994; Manotas et al., 2001).

Color: La secrecion de las vesiculas seminales es opalescente pero

puede presentar una coloracién amarillenta debido a la flavina. Se
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considera normal una coloracién blanquecina-lechosa, siendo
indicador de patologias los colores rosado, verdoso y rojizo. (Barth,
1994).

pH: La secrecién de las vesiculas seminales también funciona como
buffer, ademas la secrecion prostatica es alcalina, lo que confiere una
proteccién a los espermatozoides durante su estancia en el tracto
reproductor femenino. Se considera normal un valor de pH entre 6.2 y
6.8 (Barth, 1994; Manotas et al., 2001).

Motilidad Masal: Se evalia observando el semen en microscopio
optico, debe ser posible apreciar movimiento en la muestra. La escala
ordinal (subjetiva) con la cual se mide es de 1 a 5, evaluando como 1
al semen que no presenta ondas y 5 cuando las ondas se mueven
rapidamente formado remolinos. Se considera como valor minimo de
aceptacion 3 (Amann y Hammerstedt, 1980; O 'Connor ef al., 1981).
Motilidad individual: Para realizar esta evaluacion se debe diluir el
semen y se valora de manera subjetiva. Movimientos circulares u
oscilatorios se consideran anormales. Puede ser cuantificada

utilizando la siguiente escala:
0= sin movimiento.
= ligera ondulacion o vibracion de cola, sin progresion.
2= progresién lenta, incluyendo detencion y comienzo de movimiento.
3= movimiento progresivo continuo y moderada velocidad.
4= movimiento progresivo, rapido.

5= movimiento progresivo muy rapido, en el cual las células son
dificiles de seguir visualmente (Amann y Hammerstedt, 1980;
O'Connor et al., 1981).



Vigor: Se evalua teniendo en cuenta la velocidad con la que los
espermatozoides atraviesan el campo. La escala utilizada asigna 0 a
los espermatozoides inmoéviles y 4 a los que avanzan rapidamente y
son dificiles de seguir visualmente. Se considera como valor minimo
aceptable un vigor de 3 (Den Daas, 1992).

Vviabilidad: Para determinar cuales espermatozoides estan vivos se
realiza la tincién supravital eosina-nigrosina. Cuando las membranas
plasmaticas se encuentran afectadas por dano mecanico o por
muerte del espermatozoide, la membrana se vuelve permeable y
permite el paso libre de los fluidos, por lo cual los espermatozoides
muertos se observaran al microscopio como tenidos de rosado y los
vivos estaran sin tenir, la nigrosina proporciona un medio de contraste

para permitir la identificacién (Vasquez y Vasquez, 2007).

Morfologia: En el mismo frotis que se hizo para evaluar la viabilidad
se puede cuantificar la morfologia (Vasquez y Vésquez, 2007). Las
morfologias anormales se clasifican como defectos en la cabeza,
pieza media o cola de los espermatozoides. Cuando los defectos
ocurren en las cabezas éstas pueden observarse grandes, redondas,
pequerias, cénicas, piriformes o amorfas con areas acrosomales
pequenas. En la pieza media los defectos incluyen “cuello doblado”
(donde el cuello y la cola forman un angulo de mas del 90° al eje
longitudinal de la cabeza), insercién asimétrica de 1a pieza media en
la cabeza, pieza media gruesa, irregular, anormalmente delgada (sin
vaina mitocondrial), asi como cualguier combinacién de éstas. Los
defectos del flagelo se observan cuando es corto, multiple, roto o
doblado, anchura irregular, en espiral y cualquier combinacion de
éstos (Sun et al,, 2006).



Concentracion: La concentracion espermatica se calcula diluyendo el
semen y depositando 10 pl en la camara de Neubauer, se
contabilizan 5 cuadrantes. Unicamente se cuenta las células que
estan en el interior de los cuadrantes y las cabezas espermaticas que
tocan los bordes derecho y superior. Se puede utilizar la siguiente

formula:

Espermatozoides/ml = FD x Numero de células espermaticas x 10
000 x 5

Donde:

FD: Factor de dilucién

Numero de células espermaticas: Células que fueron contadas en 5
cuadrantes de la camara

10,000: Esta dado por la dimensién de la camara

5: Es el numero de cuadranies contabilizados (Vidament ef al., 2000).
Esta técnica de conteo es valida y confiable debido a que es repetible
y en cada ocasidn el resultado no presenta variacién significativa.
Schalm Test: Permite delectar la presencia de leucocitos, pero sélo
se realiza cuando se sospecha de enfermedades infecciosas en el
tracto reproductor (Eaglesome et a/., 1992).

Los pardmetros que componen el espermograma tienen una
capacidad limitada para predecir el potencial fertilizante de un
eyaculado (Guzick ef al., 2001). Por lo que se han desarrollado otras
pruebas que permiten predecir dicho potencial de forma mas eficaz

(Sanchez et al., 2002). Estas técnicas son:

Pruebas que evallan la integridad de la Membrana Plasmatica:
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a) Prueba de hipo-osmolaridad (Hypoosmotic Swelling Testing HOST)
es una técnica que puede ser aplicada en forma constante y se ha
propuesto su uso para distinguir espermatozoides viables en
fracciones inmoviles en muestras usadas para inyeccion espermatica
intracitoplasmatica (ICSI). La membrana plasmatica es la capa mas
externa del espermatozoide y lo cubre completamente, es una
estructura compleja que sufrird modificaciones durante el transporte
del espermatozoide en el tracto reproductor femenino (Albarran et al.,
2005; Baska et al, 2008), y permite el transporte de moléculas de
forma selectiva, estas funciones permiten que el espermatozoide
adapte su metabolismo al medio en el que se encuentra
proporcionando un sistema molecular para el reconocimiento del

ovocito. (Sanchez et al., 2002).

La integridad de la membrana plasmatica no sélo es importante para
el metabolismo espermatico, ya que ademas se requieren cambios en
sus propiedades para que pueda ocurrir la capacitacién, reaccion
acrosomal y la atraccion hacia la superficie del ovocito (Neild ef al.,
1999), por lo que es de vital importancia en el proceso de fertilizacién.
Cuando es expuesta a condiciones hipo-osmoélicas el agua puede
entrar al espermatozoide en un intento de mantener el equilibrio
osmotico y esto induce alteraciones morfolégicas visibles en el flagelo
(Jeyendran et al., 1984) (Figura 1).

11



Figura 1. Prueba de hipo-
osmolaridad  Espermatozoides
vistos en microscopio 6ptico 100x
a) Espematozoide negativo a la
prueba HOST .
b-e) Espermatozoides positivos a
la prueba HOST .
Laboratorio Bioguimica de la
Reproduccion  UAM-Xochimilco.
Rodriguez Lozano, 2010.

b) Prueba de Resistencia Osmdtica (Osmotic ResistanceTest ORT)
permite valorar la integridad del acrosoma al someter a los
espermatozoides a un medio hipo-osmoético, de forma que aquellos
funcionales no mostraran alteraciones estructurales evidentes a nivel

acrosomico (Rubio Guillen et al., 2009).

Pruebas que evailan la integridad del ADN:

a) Ensayo TUNEL (Temminal deoxinucleotidyl transferase-mediated
deoxyUndine triphosphate-Nick EndLabeling) es uno de los més
utilizados para medir las anomalias del ADN que pueden afectar la
fertilizacion y/o la implantacion, es capaz de detectar fragmentacion,
desnaturalizacién y descondensacion del ADN (Agarwal y Allamaneni,
2005). Se ha demostrado una correlacién inversa entre el porcentaje
de espemmatozoides con ADN fragmentado y la movilidad,
concentraciéon y morfologia del eyaculado (Sun et al., 1997; Duran et
al., 2002; Carrell., 2003). Este ensayo se basa en el principio de que
cuando se agrega desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) en
presencia de desoxiuridina biotinilada (dUTP) estos se incorporan en

rupturas de cadenas dobles o simples del ADN. La biotina actua como
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sefal y puede ser detectada facilmente, a través de técnicas
colorimétricas 6 fluorescentes. Cuantas mas rupturas tenga el ADN
mayor sera la sefial resultante. En los espermatozoides con ADN
normal sbdlo se detecla fluorescencia de fondo, mientras que los
espermatozoides con ADN fragmentado se tiien con wuna
fluorescencia intensa (Gorczyza et al., 1993). Esta fluorescencia

puede detectarse tanto por citometria de flujo como a través de

microscopfa de fluorescencia (Lopes et al., 1998; Martins et al., 2007)
(Figura 2).

Figura 2. Ensayo TUNEL
Espermatozoides de bovino
a) ADN fragmentado

b) ADN intacto

(Martins et al,, 2007).

b) Técnica de Andlisis de la Estructura Cromatinica del
Espermatozoide (Sperm Chromatin Structure Assay SCSA) se basa
en el principio de que la cromatina anormal presenta una mayor
susceptibilidad in situ a desnaturalizarse parcialmente. E! grado de
desnaturalizacion resultante como consecuencia de un tratamiento
mediante calor o acido se determina midiendo el cambio
metacromatico del colorante naranja de acridina (acridine orange AO)
de fluorescencia verde (AO intercalado) a una fluorescencia roja (AO
sin intercatar) (Drazynkiewicz ef al, 1975). Los resultados se
expresan como el Indice de fragmentacion de ADN (DFI) (Spano et
al, 1998). El SCSA se ha usado para predecir la capacidad de
fertilizacién, implantacion y embarazo tras las técnicas de

reproduccién asistida (Larson ef al,, 2000). Los resultados de SCSA
13



también se han correlacionado con la fertilidad in vivo (Evenson ef al.,
1999) (Figura 3).

Figura 3. Técnica de analisis de la
estructura cromatinica del
espermatozoide.

Espermatozoides de humano
tefidos con naranja de acridina (AO)
a) Fluorescencia verde (AO
intercalado) indicando ADN
fragmentado b) Fluorescencia roja
(AO sin intercalar) indicando ADN no
fragmentado (Larson ef al., 2000).

¢) Ensayo de electroforésis de células individuales (Single Cell Gel
Electrophoresis assay) o Ensayo Cometa: Fue introducido por primera
vez por Ostling y Johanson, (1984) y fue modificado posteriormente
(Singh et al., 1988). Mide el daiio al ADN de cada célula basado en la
migracion del matenal genético desnaturalizado en un campo de
electroforesis. Las células son embebidas en gel de agarosa y lisadas
para que se exponga el matenal genético, posteriormente son
tratadas con soluciones alcalinas desnaturalizantes que ayudan a
relajar las cadenas de ADN para que posteriormente sean separadas
y por accion de un campo eléctrico las moléculas de ADN se
desplazan y se generan una imagen en forma de cometa. E! ADN
puede ser visualizado debidoc a las tinciones utilizadas que son
fluorocromos. Esta prueba detecta dano al ADN pero no es posible
distinguir entre fracturas dobles o simples de las cadenas. La
presencia de dafio en el ADN se cuantifica midiendo la longitud de la
cola del cometa;, a su vez pueden utilizarse también otras
caracteristicas medibles tates como el “momento de la cola”, que es el

producto de la longitud de la cola por su intensidad (fraccién del total
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del ADN de la cola) (Hellman et al., 1995). El ensayo cometa ha sido
usado de forma satisfactoria en la evaluacion de la presencia de dafio
en el ADN tras la criopreservacion de los espermatozoides (Duty et
al., 2002). También se ha descrito que puede predecir el porcentaje
de desarrollo embrionario tras fertilizaciéon in vitro e ICS],
especialmente en parejas de personas con esterilidad de causa
desconocida (Morris et al., 2002; Tomsu et al., 2002) (Figura 4).

Figura 4. Ensayo de electroforésis
de células individuales. Céltulas
tratadas con SCGE en las que es
posible distinguir diferentes grados
] de ADN dafado.

a) Célula sin dafio

b-e) Células con distintos grados
de ADN danado.

(Dixon et af., 2002).

d) Andlisis Nick Translation (NT) Cuantifica la incorporacion dUTP

L

(desoxiuridin trifosfato) biotinilado a las rupturas del ADN de cadena
sencilla en una reaccion catalizada por la polimerasa |. El ensayo NT
detecta los espermatozoides que contienen valores apreciables de
dano endégeno en su ADN. Los resultados del analisis de NT indican
la presencia de anomalias originadas durante la remodelacién de la
cromatina del espermatozoide. Esta prueba evidencia una buena
correlacién con la movilidad y la morfologia espermética y en menor
medida con la concentracién de espermatozoides en el semen (Irvine
et al, 2000; Tomlinson et al., 2001). También se ha utilizado el

andlisis de NT para demostrar dafio en el ADN debido a la presencia
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de radicales libres originados por leucocitos en el tracto reproductor
masculino (Aitken ef al,, 1991) (Figura 5).

Figura 5. Apndlisis Nick Translation
Muestra de espermatozoides de borrego,
los que se observan con coloracién
verde indican ADN con rupturas
presentes en su estructura

(Parrilla et af., 2003).

e) Ensayo de Naranja de Acridina (AO) esta técnica detecta la
proporcién de espermatozoides muertos dependiendo del grado de
desnaturalizacion del ADN nuclear. Espermatozoides con
fluorescencia naranja indican un ADN desnaturalizado, mientras que
los que presentan fluorescencia verde tienen su ADN intacto. Sin
embargo, la técnica de AO estd limitada a estas propiedades
metacromaticas, por cuanto nos aporta informacién limitada del
estatus nuclear del espermatozoide. Esta técnica se puede realizar
con otros fluorocromos como son el ioduro de propidio y bromuro de
etidio. El naranja de acridina puede usarse tanto con el microscopio
de fluorescencia como con citometria de flujo (Evenson ef al., 1999;
Gopalkrishnan et al., 1999) (Figura 6).
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Figura 6. Ensayo de Naranja de Acridina
Espermatozoides de bovino teflidos con
naranja de acridina

a) Espermatozoides con cromatina
intacta se observan en coloracién verde
b) Espermatozoides con cromatina
dafiada se observan en coloracién
naranja

(Larson et af., 2000).

fy Prueba de Dispersion de la Cromatina (Sperm Chromatin
Dispertion) cuando los espermatozoides con ADN fragmentado son
inmersos en un gel de agarosa y expuestos a soluciones de lisis,
resulta la desproteinizacién del nucleo y es posible observar halos de
DNA disperso usando fluorocromos especificos para ADN (Fernandez
et al., 2003) (Figura 7).

Figura 7. Prueba de Dispersion de la
Cromatina Espermatozoides de humano
tenidos con 49,6-diamidino-2-Phenylindole
(DAPI). Mostrando diferentes tamarios de
halos de dispersién de ADN:

1) Halo grande

2) Halo mediano

3) Halo muy pequefio

4) Sin halo

(Femandez et al., 2003).

1.1. Consecuencias de la falta de técnicas de evaiuacién de
sementales.

La inversidn que representa llevar a un macho para ser usado como
semental por su valor genético predicho es elevada, y su fertilidad

tarda en ser medida y evaluada apropiadamente, que en caso de ser
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baja implica pérdidas econdomicas en quienes lo emplean como
reproductor. Estos costos deben recuperarse al vender el semen de
ese animal; por lo que es de suma importancia contar con pruebas
que indiquen de manera confiable el potencial fertilizante de ese
macho; ya que la baja eficiencia reproductiva se traduce en mermas
econodmicas directas en la produccién lactea y cosecha de becerrada
asi como pérdidas indirectas en la produccion anual de carne por
menos becerros destetados, ademas de que es necesario un mayor
numero de sementales para mantener las gestaciones con los gastos

asociados.

Estos factores no sélo afectan de manera econdmica a la produccién
también ocasionan otros problemas igualmente graves ya que una
vaca de 650 kg convierte el 8.2 % de su peso en excretas, lo que
significan 53.3 kg de los cuales el 70 % corresponde a estiércol; estas
excretas al degradarse emiten biéxido de carbono y metano, ambos
gases cooperan al efecto invernadero y el segundo también afecta Ia
capa de ozono. Las excretas expuestas al ambiente emiten amonio
que es arrastrado hacia las capas mas profundas del suelo y puede
ser desnitrificado o puede llegar a convertirse en nitritos vy
posteriormente en nitratos por ta acciéon microbiana de esos estratos.
Si este uitimo producto no es captado por las plantas se convierte en

contaminante de los mantos freaticos (Méndez ef al., 1999).

Otro problema grave lo ha reportado la Secretaria de Desarrollo
Social (SEDESOL), al informar que 2, 026, 230 hectareas de suelo en
estados como Oaxaca se encuentran totalmente erosionadas. Entre

las causas de degradacion del suelo se hallan el pastoreo intensivo y
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la transformacion de areas de alta biodiversidad en potreros {Cisneros
et a., 2004).

Con tas técnicas de reproduccién asistida se pretende lograr mayor
eficiencia en la reproduccién animal y dentro de éstas técnicas el
manejo del semen ocupa un papel decisivo {(Gallardo, 2004); ya que
con la tecnologia para conservacion de semen se pueden seleccionar
toros para ser usados en vacas que se encuentran distantes en
espacio y tiempo; ademas los ganaderos no sufren los costos o riegos
de criar toros reproductores y pueden tener acceso a varios
ejemplares (Yildiz et al., 2007); ademas se puede disminuir el nimero
de dias abiertos en las hembras y el costo que estos representan
($34.13/dia) (French y Nebel, 2003) y se optimiza al maximo el
numero de células espermaticas producidas por cada semental, ya
gue por monta natural un toro puede cubrir de 40-50 vacas/afio, y con
técnicas de reproduccion asistida en sistema de monta dirigida puede
cubrir de 150-200 vacas/afio, y mientras que con inseminacion
artificial un toro puede producir suficientes espermatozoides para
50,000 vacas/afo (Gallardo, 2004; Madrid-Bury, 2005).

La aplicacion de técnicas de evaluacion de semen que garanticen la
calidad y la capacidad fertilizante de cada semental usado en
inseminacion artificial, es una tarea que debe recibir atencién por

todas las razones que ya se mencionaron.
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2. Semen

El semen es la descarga que ocurre durante el proceso de la
eyaculacion; consiste en espermatozoides (10% del volumen final).
elementos celulares y plasma seminal, segregados todos éstos por
los tubulos seminiferos, epididimo, conducto deferente y glandulas
anexas; estas ultimas varian en desarrollo y en funcién entre las

distintas especies animales (Biswas el al., 1978).

£l eyaculado completo en el toro comprende de 2 a 10 ml, con una
concentracion espermatica que varia de 300-2000 células x10%/ml y
un pH de 6.4-6.9. En lo que respecta al plasma seminal del toro 1a
concentraciéon de proteinas alcanza 3.8 mg/100m|, fructosa 120-540
mg/100 ml, sorbitol 10-136 mg/100 ml, acido citrico 357-1000 mg/100
ml, inositol 25-46 mg/100 ml, acido glutdamico 35-41 mg/100 ml y
gliceriffosforilcolina  110-500 mg/100; en lo que respecta a la
concentracion de electrolitos estos son sodio 117 mmoles/litro,
potasio 44 mmolesl/litro, calcio 9.3 mmolesflitro, magnesio 3.4
mmoles/litro, cloruros 49 mmolesflitro y bicarbonato 7,1 mmolesliitro.
Finalmente posee 400 unidades/mililitro de alfa-manosidasa y 15 000
unidades/mililitro de beta-N-acetilglucosamina. Las glandulas
sexuales accesorias del macho son: vesiculas seminales, préstata y
glandulas bulbouretrales ¢ de Cowper. Estas glandulas secretan
buena parte del liquido seminal que es indispensable para transportar
a los espermatozoides, este liquido también sirve para la nutricién de
los espermatozoides y como amortiguador contra el exceso de acidez
del conducto genital femenino y su funcion es completamente
dependiente de la secrecion de testosterona por parte del testiculo
(Biswas et al., 1978; Manotas ef al., 2001).
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Las vesiculas seminales son dos glandulas secretoras, se denominan
asl porque anteriormente se creia que eran reservorios de semen. La
secrecién de estas vesiculas es liquida, opalescente y pegajosa,
contiene alta concentracion de potasio, acido citrico fructosa y varias
enzimas, a menudo esta secrecion es de color amarilio debido al alto
contenido de flavina, su pH es de 5.7 a 6.2, la secrecion de las
vesiculas seminales en el toro constituye el 50% del volumen de la
eyaculacion y sirve como buffer al semen. La prostata vierte sus
secreciones en el momento de la eyaculacion por medio de
numerosos conductos que se abren hacia la uretra pelviana; es la
Gnica gtandula accesoria del macho constante en todas las especies
de animales domésticos. La secrecion prostatica es alcalina y da al
semen su olor caracteristico, su funcion es limpiar y lubricar la uretra.
Las Glandulas de Cowper o bulbouretrales se encuentran ubicadas a
ambos lados de la uretra pelviana, su funcidn es similar a la de la
préstata: limpiar y lubricar la uretra y también incorporan un pequefio
volumen de liquido al semen (Biswas et al, 1978; Manotas ef al,,
2001).

2.1. Anatomia det espermatozoide

El espermatozoide es una célula Unica con un namero haploide de
cromosomas, corresponde a la célula germinal masculina y es
altamente especializada para el almacenamiento y transporte de
material genético con una limitada capacidad de auto-reparacién
(Aurich, 2005).

Se produce en la gonada (testiculo), mediante un proceso

permanente de division de las células germinales. Durante la
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espermiogénesis ocurren una serie de eventos en el epitelio de los
tubulos seminiferos controlado hormonalmente por el eje hipotalamo
hipéfisis-génada, gue culminan con ta formacion de espermatozoides
maduros a partir de células precursoras, las espermalogonias.
Durante la espermiogénesis los organelos de los espermatozoides
son modificados morfolégica y funcionalmente con la finalidad de
tener las caracteristicas apropiadas de una célula altamente
especializada cuya Unica funcién es fecundar al évulo (Albarran et al.,
2005).

El espermatozoide se puede dividir en tres regiones principales:

cabeza, pieza media y flagelo (Flesch et al., 2000) (Figura 8).

Pieza Peza Piza
terminal prncipal media Cabeza
1] 1] 1 1

Figura 8. Morfologia del espermatozoide (Modificado de Amann vy
Picket,1987).

La cabeza (Figura 9) incluye al nucleo delimitado por la membrana
nuclear, donde se encuentra la cromatina altamente condensada y la
teca perinuclear; es portador de la mitad de la dotacion cromosdmica
normal de las células que constituyen al individuo y de combinaciones
unicas de su informacién genética. En la regién apical, se localiza el
acrosoma, que es una vesicula altamente especializada que contiene
enzimas necesarias para la penetracion de la zona pelucida del

ovocito (Yanagimachi, 1994). Este organelo debido a su origen
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estructura y funcién ha sido comparado con un lisosoma (Reyes vy

Chavarria, 1987).

En la composicion del acrosoma se han demostrado 17 aminoacidos
y seis carbohidratos que son: manosa, fucosa, galactosa,
glucosamina, galactosamina y acido sialico. Algunas de las enzimas
contenidas en el acrosoma como la acrosina, son exclusivas del

espermatozoide. El contenido enzimatico del acrosoma consta de:

Proteasas: acrosina, calpaina, proteasa semejante a la catepsina D y
proteasa semejante a la colagenasa.

Glucosidasas: f3-N-acetilglucosaminidasa, B-glucuronidasa,
hialuronidasa y neuraminidasa.

Esterasas no especificas.

Fosfolipasa A.

Amidasas: arilamidasa y aspartilamidasa (Bellido, 1997; Albarran et

al., 2005).

La cabeza de! espermatozoide puede ser subdividida en cuatro
regiones: apical, pre-ecuatorial, ecuatorial y post-ecuatorial (Flesch et
al., 2000).
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Figura 9. Componentes de la cabeza espermatica (Modificado de Amann y
Picket 1987; Juhasz et al., 2000).

La pieza media forma parte del flagelo, se distinguen el axonema, la
vaina mitocondrial y las fibras densas; es en esta porcion donde se
localizan las mitocondrias encargadas de la produccién de energia
(Flesch et al., 2000).

El flagelo consta de varias regiones: la pieza conectora que {o une a
la cabeza, la pieza media cubierta por las mitocondrias, la pieza
principal y la pieza terminal; ademas posee proteinas capaces de
utilizar la energia guimica contenida en el ATP para producir
movimiento. El flagelo es recorrido centralmente por el axonema que
se compone de nueve pares de microttbulos dispuestos radialmente
alrededor de dos pares de microtibulos. En el segmento medio esta
disposicion estd rodeada por nueve fibras gruesas que al parecer
estan relacionadas con los nueve dobletes del axonema. El segmento
principal esta formado por el axonema en el centro, las fibras gruesas
asociadas y la vaina fibrosa, esta da estabilidad a los elementos

contractiles de la cola (Reyes y Chavarria, 1987) (Figura 10).
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La ultima porcién del flagelo es la pieza que se continda posterior a la
vaina fibrosa, esta contiene sélo el axonema central cubierto por la

membrana plasmatica (Flesch et al., 2000).

dnocondna

Fibras densas ¢
Par central =
Axcnema @

IMembrana plasmatica
Columna longitudinal %‘
-
Vama fibrosa ‘\

Elembrana plasmatica ?
b §

nema =
Axonsma \\\\

Figura 10. Componentes y disposicion de estos en el flagelo del
espermatozoide (Modificado de Amann y Picket, 1987, Juhasz ef al., 2000).

2.1.1. Membrana plasmatica del espermatozoide

La membrana plasmaética es la capa mas externa del espermatozoide
y lo cubre completamente, el acrosoma gueda debajo de ella y por
encima del niclec. La parte mas apical del nucleo esta en contacto
con la membrana acrosomal; a la regién de la membrana acrosomal
que esta en contacto ¢con la membrana nuclear se le conoce como
membrana acrosomal interna y la porcion mas lejana, que esta en
contacto con la membrana plasmética se le denomina membrana
acrosomal externa. La membrana plasmatica del espermatozoide es
una estructura compleja consistente en docenas de proteinas,

glicoproteinas y lipidos (Figura 11), que sufrirdn modificaciones
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durante el transporte del espermatozoide por el tracto reproductor
femenino (Albarran et al., 2005; Baska ef al,, 2008).

Todas las membranas biologicas tienen una estructura general
comun,; se trata de agrupaciones de moleculas lipidicas y proteicas,
unidas por interacciones no covalentes capaces de responder a
sefiales ambientales que modifican funciones celulares especificas.
Las moléculas lipidicas estan dispuestas en forma de una doble capa
continua, esta bicapa constituye la estructura basica de la membrana
y actta como barrera relativamente impermeable al flujo de la
mayoria de moléculas hidrosolubles. Las moléculas de proteina estan
intercaladas en la bicapa lipidica y median diversas funciones,
algunas sirven para el transporte de moléculas especificas hacia el
interior y el exterior de la célula; otras son enzimas que catalizan
reacciones asociadas a la membrana y otras actuan de eslabones
estructurales entre el citoesqueleto de la célula y la matriz
extracelular, o de receptores que reciben y transducen las sefales
quimicas procedentes del entorno de la célula (Arrazola, 1994)
(Figura 11).
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Figura 11. Estructura de {a membrana plasmatica (Leicach, 2001).

Los tres tipos principales de lipidos de las membranas celulares son
el colesterol (los segundos mas abundantes), los glucolipidos y los
fosfolipidos (los mas abundantes, ya que forman dos terceras partes
del total de los componentes lipidicos), estos son anfipaticos es decir,
tienen un extremo hidrofilico y un extremo hidrofébico (Arrazola, 1994;
Flesch et af., 2000).

La membrana plasmatica es una estructura semipermeable similar a
un mosaico fluido modelo propuesto por Singer y Nicholson en 1971,
que le atribuye una estructura formada por una doble capa de
fosfolipidos dispuestos de forma que las cabezas polares se sitlan en

los extremos (Mann y Lutwak-Mann, 1982).

La composicién y organizacién de los lipidos en la membrana
plasmética del espermatozoide varia considerablemente entre las
diferentes especies de mamiferos e incluso entre los eyaculados de

un mismo individuo (Travis y Kopf, 2002); contiene en promedio 70%
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de fosfolipidos, 25% de lipidos neutros y 5% de glicolipidos. Las
concentraciones son comparables a las de las demas células
somaticas; los fosfolipidos que se encuentran en mayor proporcion
son fosfatidilcolina,  fosfatidiletanolamina,  fosfatidilserina y
fosfatidilinositol (Mann y Lutwak-Mann, 1982; Flesch ef al., 2000).

Los componentes fosfolipidicos de la membrana plasmatica de los
espermatozoides se encuentran asimétricamente distribuidos de
manera semejante a como acontece en las células somaticas.
Diversos métodos han revelado que la esfingomielina y en menor
grado la fosfatidilcolina se encuentran principalmente en la cara
externa de la membrana (Gadella, 1999). Los aminofosfolipidos como
fosfatidiletanclamina y especialmente la fosfatidilserina estan
localizados en la capa lipidica interna; si bien es cierto que en general
la fosfatidilserina no se encuentra en grandes proporciones en la
membrana plasmatica, es importante resaltar que casi el 100% de
este fosfolipido se encuentra en la cara interna de la membrana y la
presencia de éste en la cara externa es considerada como indicador

de pérdida de la asimetrla membranal (Barroso ef al., 2002).

Las membranas son un ensamble dinamico de proteinas y lipidos,
dentro de fos movimientos mas importantes de los fosfolipidos esta el
que se da de la cara externa hacia la cara intemma de la membrana
que se denomina “flip” y el de la cara interna hacia la externa “flop”
(Ruypers ef al, 1996). Bajo la mayorla de las condiciones el
mecanismo de “flip-flop” es lento y su tiempo medio se mide en
intervalo de horas o semanas (Boon y Smith, 2002). Sin embargo se
ha encontrado que el movimiento de proteinas del exterior al interior

de la membrana cataliza el paso de algunos fosfolipidos de una
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lamina a la otra por el mecanismos de “flip-flop”, tanto dependientes
de ATP como independientes de él, en un tiempo menor a 5 minutos
(Masson et al., 2003).

Se ha observade que otras enzimas, semejantes a las translocasas
tienen una funcién importante en la regulacién de la distribucion
asimétrica de los fosfolipidos de fas membranas. Estas enzimas
llamadas “flipasas” regulan una rapida translocacién de fosfolipidos
(Muller et al., 1996; Masson et al., 2003).

Todas las células eucariotas tienen carbohidratos en sus membranas,
la mayor parte de ellos en forma de cadenas laterales de
oligosacaridos unidas a las proteinas de la membrana celular
(glucoproteinas) o, en menor proporcién, unidos a los lipidos
(glucolipidos). Las cadenas de oligosacaridos se localizan siempre en
la superficie externa de la membrana. La proporcién de carbohidratos
en las membranas plasmaticas oscila en total entre un 2 y un 10% del
peso de la membrana. Es posible que ciertas glucoproteinas
transmembranales ayuden a anclar y orientar a las protelnas,
impidiendo que se deslicen hacia el citosol 0 que oscilen a través de
la bicapa. También pueden desempenar un cierto papel en guiar a
una glucoprotelna hacia su destino adecuado, de una manera
semejante a como lo hacen en algunas glucoprotelnas de los
lisosomas. Sin embargo, éstas no pueden ser las Unicas funciones de
los carbohidratos de membrana, ya que no explican su presencia en
las moléculas glucolipidicas ni su complejidad (Langlais et al., 1981;
Fusi et al,, 1992). Tanto la complejidad de algunos oligosacaridos, de
las glucoproteinas y de los glucolipidos de la membrana plasmatica

como su posicion al descubierto sobre la superficie celular sugieren
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que pueden desempenar un importante papel en los procesos de

reconocimiento entre célula y célula (Arrazola, 1994).

Aunque la estructura basica de las membranas biolégicas esta
determinada por la bicapa lipidica, la mayor parte de sus funciones
especificas estan desempefadas por las proteinas; por consiguiente,
la cantidad y el tipo de proteinas de una membrana reflejan su
funcion (Arrazola, 1994; Yanagimachi, 1994). Las proteinas existen
como una cadena lineal de aminoéacidos que puede degradarse con el
tiempo, a esto se le denomina recambio proteico; la relacion entre la
degradacion de una proteina y su sintesis es lo que determina la
concentracion de esa proteina dentro de la célula. Algunas proteinas
tienen una vida media larga y otras una vida media corta, las primeras
constituyen la mayoria de las proteinas celulares, mientras que las de
vida corta son tipicamente proteinas reguladoras clave y proteinas
anormales o defectuosas (Cascales, 2005). Las proteinas de las
membranas pueden dividirse en periféricas e integrales; las proteinas
periféricas se enlazan a las membranas mediante interacciones
polares las cuales pueden romperse por adicién de sales o cambio de
pH. La mayoria de las proteinas periféricas estan unidas a la
superficie de las proteinas integrales, ya sea en la cara citosolica o
extracelular de la membrana (Langlais et al., 1981; Fusi et al., 1992).
Todas las membranas biolégicas poseen proteinas en la superficie
que actian como receptores para diversos compuestos exdgenos,
como enzimas, hormonas, etc. (Reyes ef al., 1990; Blackmore,
1993;Baldi et al., 1995).

La membrana plasmatica del espermatozoide se caracteriza por estar

subdividida en regiones bien delineadas denominadas dominios, los
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cuales difieren en concentracion y distribucién de sus distintos
componentes (fosfolipidos, proteinas, colesterol, carbohidratos, etc.)
(Flesch et al., 2000; Ainsworth, 2005).

La membrana plasmatica de la cabeza del espermalozoide esta
dividida en un dominio acrosomal y en un dominio post-acrosomal
(Yanagimachi, 1994). El dominio acrosomal puede subdividirse en
tres segmentos: el primero es el segmento marginal (segmento apical,
banda anterior y aro periférico), este dominio se encuentra sobre el
area acrosomica que sobresale de la regidon nuclear; e! segundo es el
segmento principal (segmento acrosomal) localizado sobre la
proporcién mayor del acrosoma y el tercero es el dominio ecuatorial
(acrosomal posterior) entre el acrosoma y la regién post acrosomal
(Yanagimachi, 1994; Flesch et al., 2000) (Figura 12).

Epical
Pre Ecuatonal

Ecuatonal

Post Ecyatorial —
— Andio pasterior

Pieza media

Anllo Anutas

flagslo

Figura 12. Dominios presentes en el espermatozoide maduro (Modificado de
Flesch et al., 2000).
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Dentro de los dominios mas estudiados estadn el de la region
acrosomal, el cual difiere de los demas porque en este lugar es donde
se encuentran mas receptores a progesterona; otro dominio
importante es el de la regidon post-acrosomal, lugar donde hay
depositos de calcio necesario en la capacitacion espermatica (Rathi et
al., 2003).

2.2. Capacitacion espermatica

Después de la eyaculacion el espermatozoide sufre modificaciones en
la superficie de su membrana por la absorcion de diversas moléculas
glicoproteicas conocidas como factores descapacitantes; estos
factores estan presentes en las secreciones testiculares vy
epididimales, funcionan protegiendo a los espermatozoides durante
su periodo de almacenamiento en la cola del epididimo, estabilizando
el acrosoma o inhibiendo fa unién del espermatozoide con la zona
peldcida (ZP) del ovocito y pueden inhibir actividades enzimaticas que
son consideradas indispensables para realizar la fertilizacion. La
inhibiciébn  enzimatica protege el aparato acrosomal del
espermatozoide hasta que éste alcanza el sitio adecuado para
interactuar con el gameto femenino, por lo que es importante su
remocion antes, pues se ha sugerido que estos factores bioquean
receptores de la ZP localizados en la membrana del ovocito
(Dacheux, 2003; Marin et al., 2008).

Los espermatozoides epididimarios de toro internalizan calcio
rapidamente, mientras que los eyaculados no lo hacen, lo que sugiere
que el contacto con el plasma seminal afecta su capacidad para

capturar este ion. En el plasma seminal se han aislado varias
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proteinas, una de las cuales denominada caltrina actua como
inhibidora de los canales de transporte de calcio, y por tanto, de la

capacitacién y reaccién acrosomal espermatica (Jiménez, 2003).

Después de ocurrida la espermatogénesis y espermiogénesis, los
espermatozoides del testiculo parecen ser maduros en su morfologia,
pero desde un punto de vista funcional adn son inmaduros. Esto fue
observado por primera vez por Austin en 1951, quien demostré que
un espermatozoide recién eyaculado no puede fertilizar un ovocito
sino hasta que reside en el aparato reproductor femenino por un
periodo determinado de tiempo (Fraser, 1994; Yanagimachi, 1994;
Travis y Kopf., 2002).

Muchas de las caracteristicas de la membrana plasmatica del
espermatozoide, que determinan su capacidad fisiologica para
realizar la fertilizacién del gameto femenino son adquiridas durante el
paso del espermatozoide a través del conducto epididimario. Los
cambios metabdlicos y estructurales ocurren principaimente en la
cabeza y cuerpo del epididimo (proceso andrégeno dependiente),
tales cambios forman parte del proceso que se conoce como
maduracion epididimaria (Marin et al., 2008). Dentro de las principales
modificaciones que se llevan a cabo en la estructura del
espermatozoide se puede observar una migracion de la gota
citoplasmatica hacia ia porcion final de ia pieza media y su posterior
desprendimiento y angostamiento del cuello. Los cambios en la
membrana plasmatica consisten en modificaciones en la distribucién
de particulas intramembranales, absorcién de antigenos,
glicoproteinas y acido sialico, alteraciones en la composicion de

lipidos, aumento de la carga neta de la superficie, disminucién de la
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fluidez de la membrana y presencia de factores descapacitantes
(Garcia, 2000; Dacheux, 2003).

Los espermatozoides recién eyaculados son moviles y viables no
obstante son incapaces de fecundar al ovocito, para lograr esta
funcién es necesario que ocurran los procesos de capacitacion vy
reaccion acrosomal, que se produce al interactuar los
espermatozoides con las secreciones en el tracto reproductor
femenino; ello conlleva a cambios bioquimicos como aumento en la
permeabilidad y decremento en la relacion colesterol: fosfolipidos en
la membrana plasmatica, aumento del Ca” intracelular y
alcalinizacion citoplasmatica, activacion de los canales de Ca’ y de
Na/K, aumento de la fluidez y modificaciones de los patrones de
fosforilacién de proteinas (Naz y Rajesh, 2004; Risopatron et al,,
2005;Almeida-Rodriguez et al., 2008).

El espermatozoide adquiere la capacidad de fecundar un ovocito al
interactuar con los factores capacitantes presentes en el fluido
folicular y en la matriz intercelular de las células del cumulo-zona
pelicida. Entre estos factores se encuentran los glicosaminoglicanos
como el condroitin sulfato, acido hialurénico y la heparina (Risopatrén
el al., 2005).

La capacitacion ocurre normalmente en el tracto genital femenino, sin
embargo, también puede ser inducida con técnicas in vilro, de hecho,
la mayoria de la informacién sobre diversos aspectos de la
capacitacion espermatica ha emanado de estudios in vitro (Naz y
Rajesh, 2004).
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Los estudios in vitro con espermatozoides han permitido acercarnos
al conocimiento de lo que ocurre dentro del tracto femenino. Durante
ta incubacion in vitro se producen cambios fisicos y bioquimicos en la
membrana plasmatica de los espermatozoides como es por ejemplo:
la presencia de un patrén caracteristico de movilidad espermatica
(hiperactivacion) asociado con la etapa final de la capacitacién;
activacion del metabolismo energético y de todos sus sistemas
enzimaticos (Rogers y Perreault, 1990; Aitken et al, 1995);
eliminacién o modificacién de algunos componentes superficiales
absorbidos o integrados en la membrana plasmatica durante la
maduracién epididimaria que actuan como factores descapacitantes
(Oliphant et al., 1985; Drisde! et al., 1995); disminuciéon de la carga
neta negativa superficial por la eliminacion de acido sidlico y de
algunos compuestos sulfatados (Lasalle y Testart, 1994);
modificaciones en la conformacion de las proteinas propias de la
membrana (Yanagimachi, 1994) y cambios en la permeabilidad
membranal a iones, principaimente al Ca **, Na*, K’ (Baldi ef al.,
1991, Fraser, 1994; Chavarria et al., 1996).

En diferentes especies de mamiferos se han identificado cambios
caracteristicos en la movilidad espermatica asociados con la etapa
final de la capacitacion, estos cambios se conocen como
*hiperactivacion”, este patrén se caracteriza por un aumento
significativo en la frecuencia y amplitud de los movimientos del
flagelo, lo que proporciona al espermatozoide un gran impulso para
avanzar en busca del ovocito y penetrar la zona pelucida (DeMott y
Sudrez, 1992; Gafo y Garde, 1994, Fraser, 1994).
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El bicarbonato es uno de los compuestos mas importantes para la

capacitacion ya que la ausencia de éste inhibe la fosforilacion

proteica (Leclerc y Kopf, 1999) y la activacion de la hipermotilidad
(Osheroff et al., 1999).

Algunos

cambios celulares que ocurren en la capacitacion

espermatica son:

Pérdida de colesterol en la membrana plasmatica causado
por la albumina y su papel como secuestrante con lo cual la
membrana pierde estabilidad (Flesch et al, 2000; Travis y
Kopf, 2002). La reduccién del contenido de colestero! resulta
en una disminucion en la rigidez de la membrana plasmatica
y reacomodos en los lipidos y proteinas; adicionalmente
aumenta el pH intracelular y los niveles de Ca®’ asi como la

permeabilidad al Potasio (Darszon, 2007).

Fosforilacién de proteinas la cual actia como un mecanismo
de control de diversos procesos celulares, tales como el
contro! del ciclo celular y sistema de modulacién iénico. En
las células eucariotas, uno de los mecanismos mas comunes
para la actividad de proteinas reguladoras es la adicién o
eliminacién de grupos fosfato de la serina, trecnina o residuos
de tirosina. La adicién o eliminacion de los grupos fosfato a
las proteinas pueden inducir modificaciones que resultan en
cambios conformacionales que las activen o inactiven (Naz y
Rajesh, 2004); ésta situacion permite que las proteinas de la
membrana del espermatozoide que participan en el

reconocimiento e interaccion con el évulo no sean
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bloqueadas {(Albarran et al, 2005). Los espermatozoides
maduros carecen de actividad de transcripcidn por lo tanto se
puede justificar la importancia de modificaciones post-
traduccionales tales como la fosforitacién de proteinas (Naz y

Rajesh, 2004).

. Aumento del pH intracelular para lo cual se requiere Na", Cl' y
HCO; (Fraser, 1994). El Na" es el catién mas abundante en
el medio extracelular normal y al igual que con el Ca” se
requiere su entrada desde el medio extracelular (Naz y
Rajesh, 2004; Risopatron et al.,, 2005; Aimeida-Rodriguez et
al., 2008).

Son relativamente pocos los espermatozoides que llegan a la ampolla
en el tracto reproductor de la hembra, por lo que es muy importante
que no lleven a cabo los cambios necesarios para adquirir su
capacidad fertilizante demasiado rapido y por lo tanto pierdan la
habilidad de interactuar con éxito con el ovocito (Fraser, 1994;
Albarran, 2005).

La capacitaciéon in vivo del espermatozoide aparentemente ocurre en
la region del istmo del oviducto. Durante la capacitacién hay un
agotamiento del colesterol en la superficie del espermatozoide,
modificacion de glucosaminoglicanos y cambios idnicos a medida que
avanza por el aparato reproductor femenino, ya que durante ef coito
el semen es depositado en la vagina y avanza a través del mucus del
cuello gracias a su motilidad, y posteriormente es transportado por las
contracciones uterinas. Se cree que solo los espermatozoides moédtiles
se alojan en las criptas de la mucosa endocervical y los muertos son

eliminados (Hafez y Hafez, 2002).
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2.3. Eliminacién espermatica

De los millones de espermatozoides producidos por el macho sélo
uno lograra fecundar al ovocito y el resto sera eliminado (Albarran et
al., 2005), pero el mecanismo de seleccion y eliminacién espermatica
no se tiene del todo claro (Sutovsky ef al., 2001a). Existen evidencias
de que la eliminacidon de espermatozoides defectuosos y detritus
celulares ocurre desde la rete testis y durante el trayecto de estos
hasta la eyaculacion; en el epididimo ocurre licuefaccién intraluminal,
y fagocitosis por leucocitos o células epiteliales especializadas
(Sutovsky et al, 2004). Por otra parte, el transporte de los
espermatozoides a través del tracto reproductor femenino es un
proceso complejo; ya que estan expuestos a diversos danos debidos
en primera instancia a las contracciones uterinas y en segunda, a las
defensas del sistema inmune (Suarez y Pacey, 2006). Dentro del
cérvix el moco representa una barrera para espermatozoides
anormales, debido a que presentan un pobre perfil hidrodinamico en
comparacién con los espermatozoides que tienen una adecuada
motilidad. La vagina y el cérvix pueden presentar una respuesta
inmune; se ha observado en conejas y mujeres que la inseminacién
estimula la migracién de leucocitos, particularmente neutréfilos y
macréfagos, y al haber perdido la proteccién que le brinda el plasma
seminal los espermatozoides son mas susceptibles al ataque de los
leucocitos, este mecanismo sirve para disminuir de manera dramatica
el nimero de espermatozoides que fueron depositados en el tracto

femenino (Ebensperger y Barros, 1984; Suarez y Pacey, 2006).

También se ha propuesto que algunas proteinas de la superficie del
espermatozoide cuando pierden su estructura normal son detectadas
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por la ubiquitina (Sutovsky ef al, 2004), una pequena proteina
encargada de senalar proteinas alteradas para que sean degradadas
(Hershko y Ciechanover, 1998); por lo que se ha pensado que este
proceso puede ser un indicador de alteraciones de la membrana
plasmética que tengan que ver con la capacidad fertilizante de los

espermatozoides (Sutovsky et al., 2004).

Las estructuras esperméaticas accesorias como la vaina mitocondrial
son incorporadas al citoplasma del ovocito en la fertilizacion
(Sutovsky et al, 1996), se piensa que éstas son marcadas para su
destruccién por la ubiquitina ya que se ha observado que esta
proteina presenta gran afinidad por la prohibitina, un componente de
la membrana mitocondrial, este evento puede ocurrir en tres distintos
pasos en la vida del espermatozoide: en el testiculo, en el epididimo y
en el citoplasma del ovocito en la fertilizacién, lo que ocasiona
degradacion proteica en fa membrana mitocondrial de los
espermatozoides lo cual le otorga un papel a la ubiquitina en la
regulacion de la herencia mitocondrial en mamiferos (Winston et al.,
2003).

3. Ubiquitinacién espermatica

De forma experimental se ha encontrado que la infertilidad en el
macho (ratén, caballo, humano, gaur, toro doméstico y mono Rhesus)
estd asociada a un contenido alto de proteinas de la membrana
plasmatica del espermatozoide que se unen a ubiquitina (Sutovsky et
al, 2001b). La ubiquitina es una pequena proteina secretada
principalmente por las células del epitelio epididimal (Baska et al.,

2007); este epitelio estd compuesto por varios tipos celulares que
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varlan a lo largo del organo, el tipo celular predominante son las
células apicales y estereociliares; este epitelio se encarga de
degradar espermatozoides muertos © anormales y asegurar la
sobrevivencia de otros gracias a la estimulacion androgénica que
recibe (Jones, 2004). Espermatozoides con proteinas ubiquitinadas
en su membrana plasmatica pueden ser acarreados fuera del
testiculo ya que la ubiquitinacion ocurre durante su paso por el
epididimo (Sutovsky et al., 2001a; Baska et al., 2007). Basado en
estas observaciones Sutovsky et al., 2001a desarrollaron un sistema
de marcaje con ubiquitina por inmunoensayo (SUTI), para revelar
espermatozoides defectuosos, a pesar de que esos defectos no sean
detectados por una evaluaciéon microscopica. Por medio de este
sistema niveles altos de espermatozoides ubiquitinados se han
encontrado en semen fresco y congelado de toros domésticos, gaur y
bufalo; estos espermatozoides invariablemente presentaban defectos
visibles en la cabeza y axonema; en el mismo estudio en semen
fresco de mono Rhesus y semen congelado de hombres fértiles
también se observé ubiquitinacién en espermatozoides defectuosos,
en estas especies se pudo observar un numero mayor de
espermatozoides ubiquitinados en la fraccion inmovil de la muestra
seminal (Sutovsky et al., 2001a).

En un experimento con hombres, Sutovsky et al,, (2001b) observaron
un alto porcentaje de espermatozoides ubiquitinados en un paciente
con buen porcentaje de motilidad y viabilidad, diagnosticado con
infertilidad idiopatica; en el mismo experimento en una pareja
diagnosticada con infertilidad tubarica primaria el hombre presentd un
conteo espermatico bueno y motilidad promedio pero un numero

elevado de espermatozoides ubiquitinados con la prueba SUTI.
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Sutovsky et al., (2003), compararon el porcentaje de espermatozoides
de 3 caballos férliles con el de uno subfértil; ellos observaron
espermatozoides ubiquitinados en las muestras de los cuatro, pero
una mayor ubiquitinacién en el macho subfértil, ademas de un
descenso en el porcentaje de ubiquitinacion espermatica en los
sementales fértiles en la época reproductiva ya que se frata de una
especie estacional.

Se ha reportado una correlacién negativa entre ubiquitinacion
espermatica y concentracién, y una correlacion positiva entre
ubiquitinacién espermatica y morfologia anormal en hombres infértiles
y hombres fértiles fumadores, y fértiles expuestos a solventes; por lo
que en ese estudio concluyeron que la ubiquitinacion elevada estuvo
inversamente asociada con concentracién, motilidad y morfologia
normal, validando la ubiquitinacion como un biomarcador de fertilidad
en hombres (Sutovsky et al., 2004).

Muratori et al., (2005), realizaron un experimento con hombres vy
concluyeron que las correlaciones negativas encontradas entre
ubiquitinacién espermatica y parametros seminales esta dada por
otros componentes como cuerpos residuales no absorbidos,
citoplasma residual y espermatozoides fragmentados presentes en el
eyaculado.

Ozanon et al., (2005), realizaron SUT! unicamente con microscopia
(excluyendo la citometria de flujo) en hombres que fueron clasificados
en cuatro grupos: 1) hombres infértles con anormalidades
morfologicas, 2) hombres con infertilidad idiopéatica (no explicada), 3)
hombres normales (sin hijos) con parejas infértiles y 4) hombres
normales (con hijos) con parejas infértiles. Reportaron porcentajes de

espermatozoides ubiquitinados en los. cuatro grupos de hombres
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trabajados, pero el mayor porcentaje de espermatozoides
ubiguitinados se observé en el grupo 1 y el menor porcentaje en el
grupo 4; por lo que concluyeron que el uso de este ensayo es util en
la medicina reproductiva humana. Ademas reportaron que no hubo un
cambio significativo en |la ubiquitinacién espermatica antes y después

del proceso de criopreservacion.

3.1 Sistema ubiquitina-proteosoma

La senalizacion para desencadenar el sistema proteolitico via
ubiquitina-proteosoma comienza con la ubiquitina, una pequena
proteina aislada por primera vez por Goldstein a partir de timo bovino
(Lippert et al, 1993; Cascales, 2005), y posteriormente se encontro
en diferentes tejidos. Estd compuesta por 76 aminoacidos, un peso
molecular de 8.6 kDa, elevada estabilidad y estd conformada por
cinco laminas beta y una gran hélice alfa {Cascales, 2005; Hodjat et
al., 2008).

En general, los sustratos ligados a las cadenas de poliubiquitina son
marcados para la degradacidn, en donde las cadenas de ubiquitina
son partidas por enzimas especificas para el reciclado de ésta
(Hershko y Ciechanover, 1998; Bebington et al., 2001).

Los dos grupos de proteinas propias (extracelulares e intracelulares),
se degradan por mecanismos diferentes (Ciechanover et al., 2000).
La via de la ubiquitina-proteosoma es el principal mecanismo en las
células para el catabolismo proteico, interviniendo en el
funcionamiento y recambio de muchas proteinas reguladoras; se
encuentra involucrada en el control del ciclo celular, reparacion de

DNA, oncogénesis, catabolismo de proteinas anormales, modulacion
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de la respuesta inmune e inflamatoria, modulacion de receptores de
superficie y canales ionicos, procesamiento de antigenos, biogénesis
de ribosomas, transcripcién, infeccion virica, degeneracidn neural,
degeneracion muscular y diferenciacion celular (Cascales, 20059;
Baska et al, 2008). Una disfuncién en alguno de los mecanismos
mediados por la ubiquitina causa condiciones patologicas, incluyendo
malformaciones (Hershko y Ciechanover, 1998). Mediante la
degradaciéon proteica es posible eliminar rapidamente una proteina
que a su vez regulaba otra funcién; esta forma de control es muy
efectiva ya que la eliminacién de una proteina reguladora asegura
que el proceso regulador efectuado por ella sea detenido
(Ciechanover et al., 2000; Cascales, 2005).

Los pasos bioquimicos para la union ubiquitina-proteina son tres; es
necesaria la accién de enzimas y hay consumo de energia a partir de
ATP. El residuo glicina en el carboxilo terminal de la ubiquitina es
activado en un paso que reqguiere ATP por una enzima especifica
conocida como E1 (enzima activadora), este paso consiste en la
formacién de una ubiquitina adenilada, con la liberacién de PPi,
seguida por la unién de la ubiquitina al residuo cisteina de E1 con un
enlace tioéster y la liberacion de AMP; la ubiquitina activada es
transferida al residuo cisteina de la E2 (enzima conjugadora), el tercer
paso es catalizado por E3 (enzima unidora), la ubiquitina es unida por
un enlace isopeptidico a un grupo amino del residuo lisina de la
proteina sustrato. La enzima E3 parece ser la responsable de la
ligadura a las proteinas sustrato (Hershko y Ciechanover, 1998;
Baarends e! al., 1999; Bebington, 2001) (Figura 13).
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Figura 13. Sistema ubiquitina-

proteosoma.
| La ubiquitina libre es activada por
la E1 en un paso dependiente de
HhAsErs ATP,  subsecuentemente  es
transferida a E2, en algunos casos
=) cenj se requiere E3 para ubiquitinar a la
] proteina sustrato. Usualmente
f Q @ Egzima varias moléculas de ubiquitina en
| = forma de cadena son conjugadas
1 con la proteina sustrato. La

b

w
1
o

o

= multiubiquitinacion sirve

»N . principalmente, pero no
WeamostBRaRanEr: Cobibuit et exclusivamente para marcar al
sustrato para ser degradado,

] U—\szj mientras que la

{ | monoubiquitinacién regula varios
Regulacien  Degradaceen procesos como  endocitosis,

reparacion de ADN y regulacion
transcripcional  (Modificado de
Jesenberger y Jentsch, 2002).

Prcteosoma ZES

La ubiquitina actia a modo de etiqueta para que la proteina pueda
ser reconocida por el proteosoma para su degradacién (Cascales,
2005).

El proteosoma cataliza el paso final de la degradacion de las
proteinas; existe en multiples formas en las células eucariotas, es una
gran molécula de 720 kDa, de forma cilindrica que consiste en cuatro
anillos con siete subunidades diferentes cada una que estan
presentes en dos copias y en una sola localizacién, de forma que la
particula presenta una simetria doble; reconoce y se une a las
proteinas ubiquitinadas y las destruye en su interior consumiendo
energia; antes de que esto tenga lugar, las unidades de ubiquitina se

liberan para ser reutilizadas (Hershko y Ciechanover, 1998).
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Cuando el proteosoma 20S se asocia con el activador proteosomal
19S (sitios reguladores), constituyen el proteosoma 26S y este
contiene los sitios cataliticos y algunas subunidades de ATPasas que
estan involucradas en la accion especifica del proteosoma (Hershko y
Ciechanover, 1998; Morales et al., 2003).

La protedlisis por el proleosoma no es arbitraria, el modo de accion
preferido es por rupturas sucesivas comenzando cerca del N-terminal
y produciendo fragmentos de 4 a 25 aminoacidos. El mecanismo

general de degradacién de las proteinas poliubiquitinadas es:

1) Reconocimiento y unidén del sustrato poliubiquitinado por el

receptor en el complejo 19S.
2) Despliegue mecanico de la proteina sustrato dependiente de ATP.

3) Introduccion de la proteina desplegada en el nicleo 20S después
de haberse desprendido la cadena de poliubiquitina por accién de

isopeptidasas.
4) Ruptura de la proteina en fragmentos de 8 a 9 residuos.

5) Salida de los péptidos por el extremo 19S opuesto (Hershko y
Ciechanover, 1998; Cascales, 2005).

La secuencia de aminoacidos del dominio N-terminal determina la
vida media de la mayoria de las proteinas, otras senales que incluyen
dominios hifrofébicos de proteinas superficiales y secuencias de cajas
de destruccion son implicadas en el marcaje del sustrato por la
ubiquitina (Hershko y Ciechanover, 1998; Sutovsky et al, 2001a;

Cascales, 2005).
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La ubiguitina desempefa ciertas funciones en el espacio extracelular
y se sabe que influye en la diferenciacion de linfocitos B y T (Lippert
et al, 1993; Cascales, 2005).

Sixt et al (2008) observaron que la ubiquitina extracelular parece
tener un efecto pleiotropico en células hematopoyéticas, actividad
antimicrobiana, induccién de apoptosis y supresién de respuesta

proliferativa en células B inducida por 1gG.

I, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Inseminacidn Artificial (IA) es la técnica biotecnoldgica de mayor
uso en la reproduccion animal; en México ha sido usada en ganado
bovino por lo menos desde hace 5 décadas (Yildiz et al., 2007); pero
un punto fundamental para que sea exitosa consiste en la evaluacién
eficiente del semen que va a ser utilizado; y ain cuando se han
integrado nuevos métodos de evaluacion espermatica no se ha
logrado predecir el potencial fertilizante del semen de manera 100%
confiable (Sutovsky et al., 2004).

Erroneamente 1a mayoria de las veces los problemas de infertilidad
son atribuidos a las hembras (siendo ésta una de las principales
causas de desecho), sin considerar que la causa de baja fertilidad
reflejado en hembras repetidoras puede ser ocasionado también por
el semen con baja fertilidad utilizado en la inseminacién, esto toma
gran importancia econémica ya que un eyaculado puede ser usado
hasta en 500 vacas inseminadas artificialmente (Vitela et al., 2004).
Debido a lo anterior es de vital importancia desarrollar técnicas de
evaluacion seminal que permitan predecir de manera acertada la

capacidad fertilizante de un semental; por fo anterior con este trabajo
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se pretende determinar si la proporcion de espermatozoides
ubiquitinados presentes en una muestra seminal esta relacionada con
su capacidad fertilizante, de manera que esta prueba pudiera ser
integrada para diferenciar sementales con diferentes grados de

fertilidad.
V. HIPOTESIS

En semen descongelado de toro, el porcentaje de espermatozoides

ubiquitinados esta inversamente relacionado con la fertilidad.
V. OBJETIVOS
GENERAL

Determinar si existen correlaciones entre ubiquitinacion espermatica,
calidad espermatica determinada por espermograma vy fertilidad en

semen descongelado de bovino.
PARTICULARES

Estudiar las asociaciones entre viabilidad, motilidad, normalidad y

ubiquitinacion espermatica.

Obtener el porcentaje de espermatozoides ubiquitinados al ser

descongelados y después de ser capacitados in vitro.

Establecer si existen relaciones entre fertilidad in vitro, Tasa Relativa
Estimada de Concepcién, Analisis Agri-Tech y Tasa Porcentual de No
Retorno en muestras seminales evaluadas con diferentes grados de

fertilidad in vivo.
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VI. DISENO EXPERIMENTAL

Ovarios Toros raza
obtenidos Holstein-Friesian de
r . L. i 1
de rastro Toros raza Holstein-Friesian Tizavuca. Hidalao
clasificados como Normales #
v ReproMax

Semen fresco

\ I

CCO (Complejo

cumulo-ovocito) Pajillas seminales Congelamiento
! A
\‘x Descongelamiento
Seleccién Maduracién l
in vitro
Espermograma
Desnudamiento Capacitacion in vitro

I

Deteccion de espermatozoides
ubiquitinados
\ Fertilizacion ¢
in vitro
\ Inmunofluorescencia

Ovocitos

%Fertilidad
in vitro

VIL. MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron sementales de una compania comercial de semen
con base en su capacidad fertilizante observada in vivo. De los 8
toros seleccionados se compraron 4 pajillas seminales de cada uno, a
las cuales se les realiz6 espermograma clasico, deteccion de
espermatozoides ubiguitinados (post-descongeiamiento y post-
capacitaciéon) con técnicas de inmunofluorescencia y posteriormente
de cada muestra se realizé fertilizacién in vitro. De los resultados

obtenidos se realizaron comparaciones entre los dos grupos de
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sementales seleccionados para determinar si existian relaciones entre

estos parametros vy la fertilidad.

Con el proposito de determinar si la congelacion del semen le confiere
diferencias en el porcentaje de ubiquitinacion comparado con el
semen fresco y ante la imposibilidad de conocer este dato en los
sementales incluidos en el experimento, se evaluaron cuatro
muestras de semen fresco y post-descongelado de toros activos de la
cuenca lechera de Tizayuca, Hidalgo. Ademés se evalud el
porcentaje de espermatozoides capacitados y sin capacitar en cada

una de estas muestras.
Clasificacion de sementales

Semex Alliance es una empresa canadiense dedicada a la produccidn
y comercializacion de semen; clasifica a los sementales segun sus
mejores caracteristicas en produccion lechera, conformacién,
longevidad, reproduccién, etc. Los sementales mejor evaluados en

cuanto a capacidad reproductiva reciben la clasificacién ReproMax.

ReproMax es un Indice de fertilidad con la combinacién de la Tasa
Porcentual de No Retorno (NRR) de Canada, el Andlisis Agri-Tech
(ATA) de 12 estados de EUA y la Tasa Relativa Estimada de
Concepcion (ERCR) calculado por EUA (Pace. ABS).

Los datos NRR son proporcionados por la Agencia Canadiense del
Centro de Datos (CDN) y refleja el porcentaje de las primeras
inseminaciones que se realizaron con éxito sin que se repitiera la
inseminaciéon en los 56 dias posteriores a la primera. Los datos del
Andlisis Agri-Tech (Tasa de Gestacion Relativa) se basan en las

49



pruebas de gestacion realizadas dentro de los 75 dias después de la
Ultima inseminacion. El centro de datos de América USDA-AIPL,
incluye la informacion ATA en el calculo de la prueba de Tasa de
Concepcion de Toro (SCR) (Norman. ABS).

Las tres fuentes de datos (NRR, ATA, ERCR) son incluidas en el
indice ReproMax con valores definidos; sin embargo estos no son
publicados y permanecen en Semex para uso interno.

De Semex Alliance se eligieron 4 sementales clasificados como
ReproMax y 4 sementales Normales (Cuadro 1), y se utilizaron 4

pajillas de semen de cada semental.

SEMENTALES UTILIZADOS

ReproMax Normaies

Bacculum Dudec 0200H004484 Bonaire Karon 0200HO05139
Diamond-Oak

Frosty 0200HO01584 Rubens STBVQ FR 0070HO00969
Comest Lheros 0072HO01758 Silky Costeau 071HO01469
Littoral Comest 0200HO05156 Dolman Regancrest 0200HO01677

Cuadro 1. Nombre e identificacion de los sementales utilizados en el experimento

Se utilizaron cuatro pajillas del mismo eyaculado de cada uno de los
sementales elegidos: 2 paijillas para realizar la fertilizacion in vitro
(FIV) y 2 paijillas para realizar los espermogramas y la detecciéon de
ubiquitina. Esto se realizé asi debido a la complejidad metodolégica
que representaba hacer todos los conteos en una misma pajilla, ya
que los liempos de incubacion en las técnicas utilizadas debian ser

estrictamente respetados.
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Las pajillas se mantuvieron en Nitrdgeno liquido hasta que fueron
procesadas, la descongelacion de la pajilla se realizé sumergiéndolas

en agua a 37°C durante 60 segundos (De Jarnett ef al., 2000).
Espermograma

La evaluacion post-descongelamiento de las pajillas seminales tuvo
como finalidad determinar si los espemmatozoides soportaron el
proceso de descongelacion y fueron capaces de mantener
caracteristicas esenciales como viabilidad, morfologia normal vy

motilidad.

Se determiné el porcentaje de espermatozoides vivos mediante la
tincion supravital eosina-nigrosina. Cuando las células mueren o las
membranas plasmaticas se encuentran danadas pierden su
capacidad de permeabilidad selectiva y permiten el paso libre de los
fluidos, por fo cual los espermatozoides muertos se observan al
microscopio tefidos de rosa y los vivos sin teflir, la nigrosina
proporciona un medio de contraste para permitir su identificacion
(Figura 14). En este mismo frotis se evalué la morfologia (Yunes et
al., 2000; Vasquez y Vasquez, 2007).

Figura 14. Tincién supravital eosina-
nigrosina. Espermatozoides de bovino
con tincién supravital.

a) Espermatozoide muerto con
morfologia normal

b) Espermatozoide vivo con morfologia
nomal

¢) Espermatozoide muerto con
morfologia anormal

d) Espermatozoide vivo con morfologia
anormal. Laboratorio de Bioquimica de la
Reproduccién UAM-Xochimilco.
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Se valor6 la motilidad masal y progresiva de cada muestra mediante
microscopia optica (40 X); la concentracion espermatica se calcul6 en

la cAmara de Neubauer con la siguiente formula:

Espematozoides/ml = FD * Numero de células espermaticas * 10
000 * 5

donde:

FD: Factor de dilucién

Numero de células espermmaticas: Células que fueron contadas en 5
cuadrantes de la camara.

10 000: Esta dado por la dimensién de {a cAmara.

5: Es el nimero de cuadrantes contabilizados (Vidament ef al., 2000).

Técnica de inmunoensayo de marcaje espermatico con
ubiquitina (SUTI por sus siglas en inglés).
La deteccién de ubiquitina se realizé por la Técnica de inmunoensayo
de marcaje espemmnatico con ubiquitina (SUTI) propuesta por Sutovsky
et al, (2000) modificada (en nuestro laboratorio de acuerdo a lo
siguiente: nosotros usamos un anticuerpo monoclonal de ratén anti-
ubiquitina conjugado con FITC (Isotiocianato de fluoresceina) (Hodjat,
2008), a diferencia de Sutovsky et al, (2000) que utilizaron un
anticuerpo anti-ubiquitina y un anticuerpo secundario marcado con
FITC. Del semen descongelado se tomaron alicuotas de 5 p! que se
colocaron en tubos Ependorf de 200 pl junto con 5 pi de anticuerpo
monoclonal anti-ubiquitina (P4AD1) marcado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) Santa Cruz, (Biotechnology, Inc.), y se incubaron
durante 20 minutos a temperatura ambiente (25°C), posteriormente

se realizé un lavado de tres tiempos con solucién salina isotonica y se
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centrifugaron a 3000 rpm por 60 segundos; se tomaron alicuotas de 5
ul de la pastilla que se formé y se colocaron en un portaobjetos al que
se fijjo un cubreobjetos con laca de ufas transparente e
inmediatamente se observaron en e! microscopio de fluorescencia
(Olympus Evolution VF BX51 equipado con filtro de excitacion de 590
nm) (Figura 15).

Figura 15. Técnica de inmunoensayo de marcaje espermatico con ubiquitina: 1
Espermatozoides ubiquitinados observados con microscopio  optico  (100x)
2. Mismos espemnatozoides ubiquitinados observades con microscopio de
fluorescencia(100x). Laboratorio Bioguimica de la Reproduccidn UAM-Xochimiico.
Rodriguez Lozano, 2010.

El mismo procedimiento se realiz6 a los espermatozoides después de
ser capacitados in vitro.

Capacitacion espermatica

Para inducir la capitacion in vitro los espermatozoides se lavaron para
retirar restos de criopreservanies y posteriormente se colocaron en
medio Sperm-Talp (Cuadro 2) durante 20 minutos a 37 °C en una
atmosfera de 5% CO, (Parrish el al., 1986).
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TALP SPERM TALP

NaCl 107 x 10° mM Talp 38 mi
KCl 15x 10° mM BSA Fract V 240 mg
NaHCO* 624 x 10° mM Piruvato de sodio 2ml
NaH’PO*H0O 85x 107 mM Gentamicina 0.4 mg
C*H"'N’O*SNa 228.58 mM Heparina 25 mg/mi
CaCf 49x10° mM

MgCF 64 x 10° mM

H?O 39.616 ml

descarbonizada

Cuadro 2. Composicién del medio de capacitacion espematica (Pamish et al., 1986).

El porcentaje de espermatozoides capacitados se cuantificd por la
tincién de clortetraciclina (CTC) (Figura 16) (Green ef al., 1994), en un
microscopio de fluorescencia (Olympus Evolution VF BX51 equipado
con filtro de excitacion de 590 nm). Se realiz6 SUTI después de la
capacitacion  espermatica para obtener el numero de

espermatozoides capacitados ubiguitinados (Sutovsky ef al., 2000).

Figura 16. Tincion con CTC
en espermatozoides de
bovino. a) Espermatozoides
CTC positivos: La banda
oscura en la regién post-
ecuatonial indica que se ha
llevado a cabo la remoci6én
de Ca+ en esa zona
evidenciado e! proceso de
capacitacion espermatica.
b) Espermatozoides CTC
negativos. Laboratorio
Bioquimica de la
Reproduccion UAM-
Xochimilco.

Rodriguez Lozano, 2010.
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Fertilizacion in vitro

La fertilizacion in vitro se realizé en el “Laboratorio de Embriologla
Experimental’ del Departamento de Medicina Veterinaria del Centro
Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad
de Guadalajara. Los procedimientos que se llevaron a cabo para esta
técnica estan basados en el seguimiento de protocolos establecidos
para su estandarizacion (Parrish et al., 1986; Hermandez-Ledezma ef a/.,
1992; Xu et al, 1992; Monterroso et al., 1995; Brocas et al., 1997;
Edwards et al., 1997, Paula-Lopes et al., 1998).

Se obfuvieron 546 ovarios recuperados directamente de la canal de
hembras sacrificadas en rastro, se colocaron en solucion de NaCl al
0.9% adicionada con penicilina y estreptomicina a 32°C. Al llegar al
laboratorio los ovarios fueron lavados y se seleccionaron para el
experimento sélo los que presentaban actividad folicular (501 ovarios
aptos), desechandose los estaticos o con patologias. Se aspiraron los
foliculos que presentaban un diametro de 2-8 mm, del liquido obtenido
se recuperaron bajo microscopio estereoscopico (40x) los complejos
cumulo-ovocito (CCO’s), alcanzando un total de 1496 CCO’s, de los
cuales se utilizaron tnicamente los CCO’s calfidad 4 y 5 (1240); la
seleccion se realizd con base en las caracteristicas de las células del
cumulo que rodeaban a los ovocitos, ya que los ovocitos rodeados por
un cumulo compacto forrmado por varias capas de células, presentan
mayores porcentajes de maduracién, fecundacion y de desarrollo
hasta blastocisto que los que carecen de cumulo o los que estan
rodeados solamente por la corona radiada (Momozawa y Fukuda,

1995). Los ovocitos seleccionados fueron colocados en medio de
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maduracion (TCM-199) con 5 % de CO2 a 39°C y 90% de humedad

durante 24 horas.

Pasadas las 24 horas se evaluaron los ovocitos y se eligieron los que
presentaban una maduracion optima con base en la apanencia de las
células del cummulus (expandidas) y a la expulsién del primer cuerpo

pofar (Figura 17).

c
a) polar

b)

Figura 17. Ovocitos de bovino madurados in vitro. a) Expansién de las células que
rodean al ovocito. b) Ovocito que ha expulsado el primer cuerpo polar.
Laboratorio de embriologia experimental U de G, Rodriguez Lozano y Roa Vidal, 2010.

Estos ovocitos fueron transferidos a medio de fertilizacion y se pusieron
en contacto con los espermatozoides a una concentracién de 100,000
espermatozoides/ovocito. Los espermatozoides utilizados se obtuvieron
al descongelar las pajillas seminales de toros Nommales y ReproMax,

que fueron capacitados in vitro previamente.

Los ovocitos junto con los espematozoides se incubaron en
condiciones de 5 % de CO2, 39°C, 90% de humedad durante 8 horas,
pasado el tiempo de incubacion los ovocitos fueron lavados para retirar
medio y espermatozoides.
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Se ftransfirieron a medio Embriomax y se incubaron en 5 % de CO2,
39°C, 90% de humedad durante 48 horas, a este tiempo se llevd a cabo
la primer evaluacion para constatar que no hubiera contaminacion en los
medios, esta evaluacion se realizé por observacibn con microscopio
estereoscopico para determinar si existia presencia de bacterias u
hongos que hubieran causado alteraciones en la caracteristicas visibles
de los medios y embriones. A las 72 horas post-fertilizacion se realizé el
conteo de embriones obtenidos de cada pajilla seminal utilizada (Figura
18).

Figura 18. Embriones de bovino. a) Embrion 4 células b) Embrién de 8 células c)
Mérula temprana. Laboratorio de embriologia experimental. U de G, Rodriguez Lozano
y Roa Vidal, 2010.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron con un ANOVA para un modelo
lineal general (ProcGLM; SAS, 2007), en el cual se definid como
variable dependiente el grado de fertilidad, y como variables
independientes: FIV, motilidad post-descongelamiento, motilidad post-
capacitacion, espermatozoides vivos y muertos, normales, anormales,

ubiquitinacion post-descongelamiento, ubiquitinacion post-
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capacitacion, capacitados y no capacitados; y se realizdé una
comparacion de medias con la Prueba de Tukey (a= (-0.05) en el

casos del SCR.

Las variables que no presentaron normalidad en la distribucion de los
residuos del modelo fueron transformadas logaritmicamente
{concentracion y ubiquitinacion post-capacitacidn) y

exponencialmente {normales) (Handelsman, 2002).

VIIT. RESULTADOS

A cada muestra de semen descongelada se le realizé un conteo de
viabilidad, normalidad, motilidad post-descongelamiento y post-
capacitacion, porcentaje de espermatozoides ubiquitinados al
descongelar y después de ser capacitados y porcentaje de

espermatozoides capacitados.

En el Cuadro 3 se muestran los promedios * desviacion estandar por
semental y por grupo al momento de descongelar la pajilla seminal.
Se puede observar que no se encontraron diferencias en motilidad,

viabilidad y normalidad entre los sementales evaluados.
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Promedios * desviacion estandar de motilidad, viabilidad y normalidad por semental y

Sementales Normales

grupo al momento de descongelar la pajilla seminal.

Motilidad
Nombre Vivos Normales
Identificacion post-descongelacion
Corto % %
%
0200HC05139 | Bonaire 80.00°£14.14 | 7250%+4.95 | 90.50°12.12
0070HO00969 Rubens 85.00° +7.07 79.0074.24° | 80.00°+8.49
071HO01469 Costeau 80.00 # +14.14 74.00"° £1.41 91.50°+0.71
0200HO01677 Dolman 77.50° £3.54 76.50™ £0.71 91.50°1£0.71
Sementales ReproMax
0200H0O04484 | Bacculum 85.00° £7.07 73.00°¢11.31 88.50°10.71
0200HO01584 Frosty 75.50% +0.71+ 78.00° £1.41 88.50°+2.12
0072H0O01758 Lheros 75.00° £7.07 B5.00° +5.66 90.00°+4.24
0200HO05156 Littoral 70.50° +0.71 77.50" £6.36 85.50°+2.12
Promedios por | Normales 80.63° £3.15 75.50° £+2.86 | 88.38°15.60
grupo ReproMax 76.50% +6.10 78.38"14.96 | 88.13°11.89

Cuadro 3. Promedio de las dos paijillas utilizadas de cada semenlal y promedios por

grupo Nomales y ReproMax, para viabilidad, morfologia y motilidad masal al ser

descongelados. Medias con literales diferentes son estadisticamente diferentes

(P<0.05).

No se encontraron diferencias entre los sementales evaluados en el

porcentaje de espermatozoides que llevaron a cabo la capacitacion;

en cuanto a la motilidad después de la capacitacion in vitro tampoco

se observaron diferencias (Cuadro 4).
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Promedios + desviacion estandar de capacitaciéon y motilidad post-capacitacion por
semental y grupo.
Sementales Normales
Identificacion Nombre Corto | Capacitacion % Motilif!ad. .
post-capacitacion %
0200HO05139 Bonaire 83.77° +1.85 92.50" £3.54
0070HO00969 Rubens 78.17° £7.30 92.50" +3.54
071HO01469 Costeau 76.43" +0.34 92.50" £3.54
0200HO01677 Dolman 90.00° +0.00 84.93° £3.64
Sementales ReproMax
0200HO04484 Baccuium 88.08° £7.16 92.50° £3.54
0200HO01584 Frosty 81.65° +6.45 92.50"° £3.54
0072HO01758 Lheros 88.87° +6.71 87.50" £3.54
0200HO05156 Littoral 83.56"° £0.32 87.50° +3.54
Promedios por Normales 80.82° +4.16 91.88" £1.25
grupo ReproMax 85.54% £3.50 90.00° +2.89

Cuadro 4. Promedio de las dos pajillas utilizadas de cada semental y promedios por
grupo Normales y ReproMax, para motilidad masal después de ser capacitados y
porcantaje de espermatozoides que fueron capacitados in vitro. Medias con diferente

literal son estadisticamente diferentes (P<0.05).

En el porcentaje de espermatozoides ubiquitinados no se encontraron
diferencias entre los sementales después de descongelar la pajilla
seminal y tampoco después de la capacitacion espermatica (Cuadro
5).
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Promedios * desviacion estandar de espermatozoides ubiquitinados por semental y
grupo al momento de descongelar la pajilla seminal y después de ser capacitados
in vitro.

Sementales Normales

Ubiquitinacion Ubiquitinacion

Identificacion | Nombre Corto . o

post-descongelacion % post-capacitacion %

0200HO05139 Bonaire 46.20° 0.32 49.55" 16.20
0070HO00969 Rubens 38.40° +15.60 39.01°19.76
071HO01469 Costeau 45.73"% £7.82 37.41° 46.20
0200HO01677 Dolman t 41.56 " +27.65 52.70" +11.67

Sementales ReproMax

0200H0O04484 Bacculum 42.76" £10.85 43.12° +1.59
0200HO01584 Frosty 54.84° 2 51 55.51° +14.63
0072H0O01758 Lheros 41.02° +0.29 37.63% £0.36
0200HO05156 Littoral 60.08° £14.26 43.95° +1.12
Promedios por Normales 42.97° +3.69 44.67° 17.59
grupo ReproMax 49.68° +9.27 45.05° +7.51

Cuadro 5. Promedio de las dos pajillas utilizadas de cada semental y promedios por
grupo Normales y ReproMax, para el porcentaje de espermatozoides ubiquitinados al
ser descongelados y después de ser capacitados in vitro. Medias con diferente fiteral
sbn estadisticamente diferentes (P<0.05).

En el Cuadro 6 se muestran los promedios * desviacion estandar por
semental y por grupo de fertilidad in vitro, se encontraron diferencias
entre los sementales dentro del grupo pero al comparar los promedios

de ambos grupos no se encontraron diferencias.
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Promedios # desviacion estandar de fertilidad in vitro por semental y grupo.

Sementales Normales

dentificacion Nombre Promedio FIV % por Promedio Fiv% por grupo

Corto semental

0200HO05139 | Bonaire 21.87° £11.76

0070HO00969 | Rubens 35.26" +4.11

071HO01469 Costeau 29.00* +11.21

0200R001677 | Dolman 30.62° £1.04 29.85° +8.03
Sementales ReproMax

0200HO04484 | Bacculum 37.89° +14.84

0200HO01584 Frosty 25.87° £17.83

0072H001758 Lheros 26.01% £9.49

0200H0O05156 Littoral 26.67° 18.45 28.75% +12.40

Cuadro 6. Promedios * fa desviacion estandar de fertilidad in vitro por semental y por

grupo. Medias con diferente literal son estadisticamente diferentes (P<0.05).

En el Cuadro 7 se muestran las correlaciones encontradas entre las
variables evaluadas de las pajillas seminales de toros Normales y

Repromax.

Se encontré una correlacion entre Motilidad post-descongelamiento y
Motilidad post-capacitacion porque una motilidad espermatica
adecuada al descongelar la pajilla es indicativo de células aptas para
llevar a cabo la capacitacién espermatica y asi poder activar

correctamente la hipermotilidad caracteristica de este proceso.
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Coeficientes de cormrelacion de Pearson entre las variables evaluadas p=<0.005.

Motitidad Espermatozoides
post-capacitacién | Muertos Anormales
:"':;{'_’dad r=0.76896
descongelamiento p=0.0005
Espermatozoides =-0.99535
Vivos p= (0.0001 =-0.82629
Normales p= 0.0001

Cuadro 7. Correlaciones encoritradas entie las variables evaluadas.

Basandonos en las evaluaciones del SCR (Tasa de Concepcién de
Toro) entre los sementales Normales y ReproMax analizados en este
trabajo, pudimos observar que aun cuando no existe una diferencia
estadistica, si hay una superioridad numérica para los toros
ReproMax (2.58+1.29) frente a los Normales (1.68+0.79).
Probablemente esta diferencia numérica podria ser estadistica con un

mayor nimero de muestras analizadas para cada grupo (Cuadro 8).

Evaluaciones en el SCR.

Sementales Normales Sementales ReproMax

Nombre corto SCR Nombre corto SCR

Rubens 1.40 Frosty 3.30

Bonair 0.70 theros 4.00

Costeau 2.10 Littoral 1.20

Dolman 2.50 Bacculum 1.80
Promedios 1,68+0.79 2.58+1.29

Desviacién estandar

Cuadro 8. Evaluaciones en e! SCR de cada semental utilizado.
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Los resultados son presentados (en las gréficas 1-4), en donde es
posible observar los promedios de cada grupo con sus desviaciones

estandar para las variables evaluadas.

Promedios Sementales

r t Korlidad posl descorgeiacior

2 L'avldad post cavacitac:on

3 V.aziidad

4 ™onnaligad

{ Senertales “ornales
- Semsntales Ren-olax

Gréfica 1. Promedios de sementales para viabilidad, normalidad y motilidad at
descongelar y después de capacitar. No se observan diferencias significativas entre los

dos grupos de sementaies en las evaluaciones de motilidad masal al descongelar y

después de la capacitacion, viabilidad y normalidad.

Fertilizacién in vitro
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Grafica 2. En los porcentajes de fertilidad in vitro no se observan diferencias
significativas entre los dos grupos de sementales.
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Ubiguitinac-on espennaiica

Porcentaje

Ub:quitira Ubigutina
post-descongelacidn posi-capacilacion

Grafica 3. Porcentajes de ubiquitinacién espermatica, en ninguno de los dos tiempos

evaluados se observan diferencias significativas entre los dos grupos de sementales.
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Gréfica 4. Porcentajes de capacitaciéon espermatica, no se observaron diferencias

significativas entre los dos grupos de sementales.

En resumen los resultados no muestran diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05) en el porcentaje de ubiquitinacién espermatica
entre sementales Normales (42.97+£3.69; 44.67+7.59) y ReproMax
(49.6849.27; 45.05+7.51) de muestras descongeladas y capacitadas
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respectivamente. Tampoco se encontraron diferencias significativas
en el porcentaje de fertilidad in vitro enire sementales Normales

(29.85+£8.03) y ReproMax (28.75+12.40).

IX. DISCUSION

La clasificacion de sementales normales y altamente fértiles
(ReproMax) que realiza la compaiiia comercializadora de semen
SEMEX Alliance, supone diferencias importantes en la fertilidad in
vivo de los sementales y por ende se podria pensar que también las
hubiera en la fertilidad in vitro. Con los resultados de este trabajo
pudimos constatar que bajo condiciones in vitro no existen diferencias
en fertilidad entre estos dos tipos de toros y tampoco hubo diferencias
en el porcentaje de espermatozoides ubiquitinados, por lo cual no
podemos contestar si el mayor porcentaje de espermatozoides
ubiquitinados en una muestra de semen esta relacionado con su

menor fertilidad tal como se plantea en la hip6tesis.

Las evaluaciones que realiza SEMEX Alliance a cada semental para
su calificacion no son publicadas y aun cuando se les solicitaron por
diferentes medios no dispusimos de ellas, por lo cual no pudimos
verificar la superioridad en fertilidad de los sementales clasificados
por esta compania como ReproMax; debido a esto se recurrié a la
evaluacion de la Tasa de Concepcién de Toro (SCR) de cada
semental y asi se pudo observar que hay una superioridad numérica
para los toros ReproMax (x 2.58) frente a los Normales (x 1.68). El

SCR registra la tasa de concepcion y utiliza multiples servicios por
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lactancia (hasta siete); para mejorar la confiabilidad, dicha evaluacion
utiliza lo gque denomina un "periodo extendido de toro por servicio”, lo
que significa que estima componentes que afectan la fertilidad de los
toros independientemente y luego formula la prediccion como fa suma
de los componentes; las evaluaciones se expresan como
desviaciones de la media general. Para ser incluido en el SCR, un
toro debe tener un estatus de inseminacién artificial activo, no ser
mayor de 13 afos de edad y en los toros Holstein reunir como minimo
300 inseminaciones totales, 100 inseminaciones en los 12 meses mas

recientes y al menos 10 hatos (ABS México).

Esta falta de diferencias en cuanto a fertilidad entre los grupos
analizados puede indicar que la clasificacién superior aplicada a la
fertilidad in vivo que establece la companfa SEMEX, no esta
relacionada con caracteristicas seminales y capacidad fertilizante in
vitro o bien que la detecciéon de espermatozoides ubiquitinados no
sea una herramienta 0Otil para predecir el potencial fertilizante en
sementales con grados de fertilidad in vivo muy cercanos y
unicamente sea Util para comparar machos fértiles contra infértiles o
con serios problemas de fertilidad tal como proponen varios estudios
(Sutovsky et al.,, 2000; Sutovsky et al., 2001a; Sutovsky ef al., 2001b;
Sutovsky et al., 2003); aunque es posible descartar que la falta de

diferencias pueda estar asociado al reducido tamafno de la muestra.

En las muestras de los sementales de Tizayuca no se encontraron
diferencias en los porcentajes de ubiquitinacion en los
espermatozoides  frescos  (60.79+7.23%) y  descongelados
(60.76+£5.12%), lo cual concuerda con Ozanon ef al, (2005) que

tampoco encuentran diferencias al trabajar con semen fresco vy
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descongelado de hombres, lo que indica que probablemente el
proceso de congelacion-descongelacién no involucra alteraciones en

las proteinas de la membrana plasmatica.

Como ya se dijo, no hubo diferencias en el porcentaje de
espermatozoides ubiquitinados en muestras descongeladas de
sementales Normales (42.97+3.69%) y ReproMax (49.68+£9.27%). Los
porcentajes de ubiquitinacién que nosotros detectamos en las
muestras analizadas de toros Normales y ReproMax son superiores a
los reportados por otros autores en muestras descongeladas de
diferentes especies; 22.88% en hombres donantes fértiles (Sutovsky
et al., 2001a); y de 31.21% en equinos fértiles (Sutovsky ef al., 2003).

La informacion que se tiene sobre el proceso de ubiquitinacién en los
espermatozoides es controversial, la mayoria de las evidencias
apuntan a una relacion positiva entre porcentaje de espermatozoides
ubiquitinados e infertilidad 6 malformaciones esperméaticas (Sutovsky
et al., 2001a; Sutovsky ef al., 2001b; Sutovsky et al., 2003; Sutovsky
et al, 2004), sin embargo hay quien establece que existe una
correlacion positiva entre el mayor porcentaje de espermatozoides

ubiquitinados y mejor calidad espermatica (Muratori ef al., 2005).

En muestras de semen frescas y congeladas de toro, humano y mono
Rhesus obtenidas por eyaculacién, diseccién del epididimo y electro
eyaculacion se reportd que los espermatozoides anormales son
ubiquitinados durante su paso por el epididimo (55-70% en la cabeza
epididimal y 5.2-5.3% en la cauda del epididimo) (Sutovsky ef al.,
2001b). La deteccion de ubiquitina por  inmunofluorescencia vy

citometria de flujo en espermatozoides eyaculados de hombres
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infértiles y fértiles demostraron que la ubiquitina se encontré en gran
cantidad en espermatozoides morfolégicamente anormales (Sutovsky
et al, 2001a). En 2004 Sutovsky et al, también reportaron una
correlacion negativa entre ubiquitinacién espermatica (18.0% en
donadores férliles y 20.0% en pacientes de clinicas de infertilidad),
concentracion (141.0x40.8 x10%ml en donadores y 122.2+89.0
x10%m| en pacientes) y motilidad (62.7+5.3% en donadores y
63.7£15.4% en pacientes), y una correlacién positiva con morfologia
anormal (24.3+3.3% en donadores y 42.0£11.4% en pacientes) donde
ademas encuentran que hombres fumadores y expuestos a solventes
tienen elevado el numero de espermatozoides ubiquitinados (19.7% y

25.6% respectivamente).

Sutovsky et al., (2003) compararon 3 sementales equinos fértiles y
uno subfértil por un patologia originada por una neoplasia en el
testiculo, y reportaron una mayor ubiquitinacion de los
espermatozoides del semental subfértii ademas de espermatozoides
anormales fuertemente ubiquitinados en los cuatro sementales;
ademas proponen un punto de control de calidad espermatica en el
epididimo y sugieren que si ahi se une la ubiquitina a los
espermatozoides con anormalidades morfologicas es posible que
algunos escapen a la fagocitosis y sea esta la razén por la cual son
encontrados en el eyaculado; pero en este experimento podria
pensarse que el semental subfértii presentd mayor ubiquitinacion
espermatica debido a la patologia que sufria mas que a su grado de
fertilidad.

Contrario a lo anterior Muratori et al., (2005) reportan correlaciones

positivas  significativas  entre  ubiquitinacién  espermatica y
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concentracion, motilidad total, motilidad progresiva y morfologia
normal, esto al realizar el conteo de células espermaticas
ubiquitinadas en muestras de humanos (pacientes de clinicas de
fertilidad), en las que fueron separados los espermatozoides de otros
componentes celulares presentes en el eyaculado (principalmente
residuos citoplasmaticos y cuerpos M540 llamados asi por su tincion
con merocianina, la naturaleza de estos cuerpos no se conoce por
completo), sin embargo al realizar la deteccion de espermatozoides
ubiquitinados en el eyaculado completo también encuentran una
correlacién negativa entre ubiquitinacién y calidad seminal, tal como
lo reportan varios estudios (Sutovsky et al, 2000; Sutovsky et al.,
2001a; Sutovsky et al, 2001b), lo cual indica que la ubiquitinacion
ocurre en los espermatozoides y en olros componentes del
eyaculado; por lo que concluyen que la ubiquitinacién espermatica
puede tener un significado bioldégico que no ha sido reconocido e
incluso sugieren que al encontrar una relacion positiva entre
parametros seminales aceptables y porcentajes de espermatozoides
ubiquitinados ésta ultima podria tener un papel positivo en la funcion

espermatica (Muratori et al., 2005).

Baska et al, (2008) realizaron un experimento para detectar
ubiquitina en espermatozoides de bovino, fluido y tejido epididimal,
con los resultados obtenidos concluyen que el mecanismo de
degradacion proteica por el sistema ubiquitina-proteosoma no esta
limitado al ambiente intracelular y puede ser encontrado de forma
extracelular; ademas apoyan la hipdtesis de |a existencia de un punto
de control de calidad esperméatica en el epididimo mediado por este

sistema de degradacién proteica. Es importante mencionar que 15
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anos antes Lippert et al, (1993) habfan reportado la presencia de
ubiquitina extracelular en el plasma seminal humano, y ahora se
conoce que esta presente en otros sistemas celulares. Ademas ha
sido encontrado de manera extracelular en fluido alveolar, plasma
sanguineo, neoplasias y liquido folicular ovarico (Sixt y Dahimann,

2008).

Se ha propuesto otra hipotesis para explicar la ubiguitinacién
espermatica, la cual consiste en que este proceso esta involucrado en
el control de la herencia mitocondrial en mamiferos; se ha observado
que la ubiguitinacién de la mitocondria del espermatozoide ocurre
durante la espermatogénesis con la unién de moléculas de ubiquitina
a proteinas de la membrana mitocondrial prohibitina principalmente; la
reactividad de los espermatozoides de bovino y mono Rhesus a la
ubiquitina, se enmascara durante el paso del espermatozoide por el
epididimo gracias a un enlace disulfuro entre una proteina rica en
selenio (SMCP) presente en la capsula mitocondrial y una proteina
llamada kinesina de cadena ligera (KLCt), pero la reactividad a la
ubiquitina es restaurada y amplificada después de la fertilizacién
donde se pierde el enlace disulfuro que la “ocultaba” para que en la
etapa de pre-implantacion del embrién sea reconocida y destruida por
la magquinaria proteolitica del citoplasma del ovocito (Sutovsky ef al.,
2000).

Esta hip6tesis acerca de la eliminacion del ADN mitocondrial (ADNmt)
paterno se ha sobrepuesto a otras, tales como: la dilucién de! ADNmt
basada en la relacion tedricamente alta de las mitocondrias maternas
frente a las paternas (1:1000) (Smith y Alcivar, 1993), pero esta

hip6tesis no explica por qué en cruzas inter-especie en ratones si se
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hereda ADN mitocondrial paterno {Gyllensten et al,, 1991; Kaneda et
al., 1995; Shitara et al., 1998), por lo que ademas se ha aclarado que
es un mecanismo especie-especifico; la teoria del dano oxidativo
sugiere que las mitocondrias de los espermatozoides son reconocidas
por los ovocitos debido al dano que sufren durante su paso por el
tracto genital femenino, pero en fertilizacién in vitro ha sido posible
observar que este dano es minimo (a pesar de que es sabido que el
ADNmt es susceptible a mutagénesis por especies oxigeno reactivas)
(Aitken, 1995) y por lo tanto la eliminacion de las mitocondrias
paternas no es claramente explicado por esta hipétesis. Otra razon
por la cual toma especial importancia la destruccion de la prohibitina
mitocondrial es la capacidad que tiene esta proteina para bloguear la
entrada a la fase de sintesis de ADN o fase S del ciclo celular del
embrion (Nuell et al, 1991). La liberacién de prohibitina en el
citoplasma del ovocito podria impedir el desarrollo de los pronicleos y
la division embrionaria (Berger et al, 1998); por lo que su rapida
degradacion protege al embrién del efecto antiproliferativo (Winston et
al., 2003).

Para que un espermatozoide alcance la capacidad fertilizante
requiere de una serie de procesos fisiolégicos como son la
maduracién epididimana, la capacitacion y la reaccion acrosomal; el
primero ocurre en el epididimo, el segundo y el tercero en el tracto
reproductor de la hembra (Yanagimachi, 1994). La capacitacion
espermatica se caracteriza por una serie de cambios a nivel de la
membrana plasmatica como son: remocién gradual o alteracion de

glicoproteinas, disminucion del contenido de colesterol y cambios en
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ta distribucion y composicién de fosfolipidos de la membrana (Daleke,
2003; Rathi et af., 2003).

Durante la eyaculacién algunos componentes del plasma seminal
(proteinas principalmente), se fijan a la superficie del espermatozoide,
estos componentes se denominan factores descapacitantes y actian
bloqueando receptores, grupos funcionales, enzimas y canales de
intercambio ionico (Yanagimachi, 1994}, estos factores deben ser
eliminados o reacomodados durante la capacitacion espermaética
entre otras cosas para dejar expuesios |os receptores a progesterona
(P4) (Chen et al., 1998), hormona que juega un papel importante en el
proceso de fertilizacion (Baldi ef al, 1995), por lo que es factible
pensar que el porcentaje de espermatozoides ubiquitinados podria
variar durante la capacitacion para favorecer esta eliminacion o
remodelacién de proteinas. Por lo anterior esperabamos encontrar
una diferencia entre el porcentaje de espermatozoides ubiquitinados
de las muestras descongeladas (46.32t4.74% promedio de ambos
grupos) y después del proceso de capacitacion (44.86+0.27%
promedio de ambos grupos), sin embargo no fue asi. Tampoco
existieron diferencias entre los espermatozoides descongelados
(60.7615.12%) y capacitados (60.87+4.79) de los toros de Tizayuca,
lo que parece indicar que la eliminacion y remodelacion de proteinas
en la membrana plasmatica del espermatozoide no involucra de
manera importante esta via de degradacion proteica; debido a lo cual
puede sugerirse que la protedlisis durante la capacitacion
espermatica se da por mecanismos diferentes al sistema ubiquitina-
proteosoma como puede ser la via citosélica (peroxidasas solubles)
{Cuervo, 2004).
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En el presente estudio no se abtuvieron diferencias en la fertilidad in
vitro entre los dos grupos de sementales evaluados, pero este
resultado puede estar asociado a un tamano de muestra reducido,
dado que la variable analizada es binomial por lo que requiere grupos

de datos numerosos para detectar diferencias.

La fertilizacian in vitro es un procedimiento originalmente desarrollado
como una allernativa para aumentar la produccion de embriones
(Herradon et al, 2007) por lo que los gametos son mantenidos en
condiciones ambientales éptimas ademas de proporcionarles fuentes
de energia y proteinas lo mas parecidas a las que participan en el

desarrollo in vivo durante todo el procedimiento (Mucci ef al., 2006).

Desde 1981, ano en el que nacié el primer ternero procedente de un
embrién producido in vilro esta técnica ha experimentado en la
especie bovina una evolucién considerable (Brackett et al, 1982);
pero a pesar de los numerosos esfuerzos realizados para mejorar la
eficiencia de esta técnica, continla teniendo un bajo rendimiento, el
porcentaje de ovocitos capaces de transformarse en embriones
transferibles se encuentra estancado entre el 30 y 40%; este es el
promedio de éxito a nivel mundial en la fertilizacion in vitro (Herradoén
et al, 2007) y cabe destacar que el porcentaje de embriones
obtenidos durante nuestro experimento (29.30+0.78) es muy cercano,
pese a que se utilizaron ovocitos provenientes de hembras de

desecho.

En cuanto a los espermatozoides, los primeros trabajos exitosos
sobre fecundacién in vitro en bovinos se lograron utilizando

espermatozoides capacitados in vivo lo que ha sido reemplazado por
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los sistemas de capacitacion in vitro; a pesar que el semen
criopreservado tiene menor tiempo de sobrevida en cultivo con
relacion a los espermatozoides eyaculados es de mayor utilidad
trabajar con las muestras congeladas y descongeladas ya que por
una parte esta su facil utilizacion en el momento adecuado, como
también la conveniencia de obtener herencia paterna especifica y

seleccién de los reproductores (Hanada y Nagase, 1981).

La técnica de fertilizacion in vitro fue utilizada en este experimento
con la finalidad de eliminar en lo posible el factor hembra en el
proceso de fertilizacién y comparar a los dos grupos de sementales

con supuesta diferencia en su fertilidad.

X. CONCLUSIONES

1. Los espermogramas realizados y la fertilidad in vitro no indican
diferencias entre los dos grupos de sementales lo cual puede deberse
al reducido numero de muestra o bien a otras caracteristicas

seminales no previstas en este estudio

2. La deteccion de espermatozoides ubiquitinados no es una técnica
util para diferenciar sementales cuando se comparan animales con

grados de fertilidad cercanos.

3. La ubiquitinacién espermatica no tiene relacién con ninguno de los

parametros evaluados en el espermograma.

4. Un alto porcentaje de espermatozoides ubiquilinados no tiene

relacion con la capacidad fertilizante.
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5. La degradacion de proleinas que ocurre en la remodelacion de la
membrana plasmatica del espermatozoide durante la capacitacion, al
parecer no involucra de manera importante al sistema ubiquitina-

proteosoma.
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