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Resumen y Abstract [

Resumen

Algunas proteinas del plasma seminal se relacionan con la viabilidad espermatica
y se pueden usar para revertir los efectos de la criopreservacion en semen
bovino. El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de adicionar
proteinas del plasma seminal en la viabilidad espermatica postdescongelacién de
semen de toros Sanmartinero y Cebu. Se obtuvo plasma seminal de 10 toros de
cada raza y se determinaron los perfiles electroforéticos bidimensionales para
establecer la relacion entre la cantidad relativa de cada punto de proteina y los
porcentajes de viabilidad espermatica. Identificados los puntos que presentaron
correlacion con la viabilidad, se separé el plasma seminal en fracciones mediante
cromatografia de exclusion y aquellas que contenian las proteinas de interés se
adicionaron a 1x10° descongelados e incubados a 37°C durante una hora. En
plasma de Sanmartinero se detectd un punto de peso molecular 16.20 kDa y
punto Isoeléctrico 5.5, que evidencié correlacion con la viabilidad espermatica
(r=0.64 p<0.001). Se uso la fraccion cromatografica 20-25, que contenia éste
punto. La electroforesis bidimensional de la fraccion 20-25, evidencio siete
puntos (pesos moleculares de 14-16 kDa y puntos Isoeléctricos de 5.0 - 5.5). La
incubaciéon con esta fraccion, demostré que el porcentaje de espermatozoides
viables de toros Sanmartinero aumenta 20% (p>0,05) con dosis de 1y 1.5 mg/10°
espermatozoides, congelados en medio citrato-fructosa y 25% (p>0,05) con dosis
de 0.5 mg/10° espermatozoides congelados en medio Bioxcell. Los resultados
permiten sugerir el uso de proteinas del plasma seminal para disminuir el dafio en
los espermatozoides por la criopreservacion.

Palabras clave: Plasma seminal, Viabilidad espermatica, Calidad seminal,
Electroforesis bidimensional, Criopreservacion

Abstract

Some seminal plasma proteins are related to sperm viability and may be used to
reverse the effects of cryopreservation on bull semen. The objective of this
research was to determine the effect of add seminal plasma proteins in post-thaw
sperm viability of Sanmartinero and Cebu bulls. Seminal plasma was obtained
from 10 bulls of each breed and two-dimensional electrophoresis profiles. Seminal
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plasma was separated into fractions by size exclusion chromatography, and those
containing the proteins of interest were added to 1x10° thawed and incubated at
37 ° C for one hour. In Sanmartinero plasma was detected one point (16.20 kDa
molecular weight and isoelectric point 5.5), which correlated with the sperm
viability (r = 0.64 p <0.001). 20-25 chromatographic fraction was used, which
contained this point. Dimensional electrophoresis of fraction 20-25, show seven
points (14-16 kDa molecular weight and isoelectric points of 5.0 - 5.5). The
incubation with this fraction showed that the percentage of viable sperm from bulls
Sanmartinero increases 20% (p> 0.05) at doses between 1 and 1.5 mg/10° sperm
frozen in citrate-fructose medium and 25% (p> 0, 05) with 0.5 mg/10° Bioxcell
medium. Results suggest the use of seminal plasma proteins to

reduce the sperm cryopreservation damage.

Key words: Seminal plasma, Sperm viability, Seminal quality, Two dimensional
electrophoresis, Cryopreservation.
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Introduccioén

La baja eficiencia reproductiva del hato bovino, sigue siendo uno de los
problemas que mas afecta los indices productivos de los principales sistemas de
explotacion ganadera. La fertilidad del toro incide de forma muy importante en los
indices reproductivos del hato; en este sentido, las investigaciones nacionales e
internacionales se han encaminado al desarrollo de procedimientos
metodoldgicos que permitan evaluar con mayor criterio y confiabilidad la fertilidad
del macho reproductor. Se ha reportado que los métodos convencionales para
evaluar la fertilidad de los toros, tales como la determinacion de la concentracion
espermatica, volumen del eyaculado, motilidad y morfologia espermatica, no
siempre predicen en debida forma la fertilidad del animal (Blottner et al., 1992;
Whitfield y Parkinson, 1992; Medina y Pérez, 1998). En contraste, los estudios in
vitro que se han adelantado para evaluar la capacidad fecundante del
espermatozoide, como la induccién de la reaccién acrosémica, la determinacion
del porcentaje de oocitos penetrados y el test hiposmoético entre otros, han
mostrado gran correlacion con las tasas de no retorno al estro a los 90 dias y con
los porcentajes de concepcion al primer servicio (Correa et al.,, 1994; Henault y
Killian, 1995; Correa et al., 1997).

El grupo de investigacion de ecofisiologia animal de CORPOICA, ajusté e
implementd las técnicas in vitro de penetracién espermatica de oocitos bovinos y
de induccion de la reaccion acrosémica del espermatozoide, con el fin de evaluar
la habilidad fecundante de espermatozoides de toros de las razas criollas
colombianas (Sanmartinero, Romosinuano, Blanco Orejinegro y Costefio con
Cuernos) y las razas foraneas Cebu y Holstein (Martinez y Luque, 1996; Medina y
Perez, 1998; Bedoya, 1999 ; Martinez y Rodriguez, 2002). Estas investigaciones
evidenciaron que los porcentajes de oocitos penetrados in vitro por
espermatozoides de toros criollos son superiores (p>0,05) a los presentados por
espermatozoides de las razas foraneas; sin embargo no se conocen con exactitud
los factores por los cuales se presentan estas diferencias. Lo anterior ha llevado a
proponer a macromoléculas como enzimas, proteinas, carbohidratos y lipidos,
presentes no solo en el espermatozoide sino también en el plasma seminal, como
responsables de la presencia de toros mas fértiles que otros. De otra parte, el
espermatozoide es una célula especializada que carece de sintesis de proteinas,
razén por la cual necesita incorporar proteinas del plasma seminal para llevar a
cabo procesos de capacitacion, reaccidon acrosémica, reconocimiento e
interaccion con la zona pelucida del oocito e incluso se ha propuesto a algunas de
estas proteinas como candidatas a ser las responsables de la motilidad
espermatica (Manjunath, 1999; Turner, 2003; Moura, 2006).



2 Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero y cebu

Durante los ultimos 15 afios se han realizado trabajos en diferentes paises,
enfocados al estudio de la estructura y funcién del conjunto de proteinas de la
membrana espermatica y del plasma seminal (Manjunath, 1987; Henricks et al.,
1998; Lane et al., 1999; Gatti et al., 2000; Nauc y Manjunath, 2000; Gilles et al.,
2002; Manjunath y Therien, 2002).

En el plasma seminal existen proteinas de especial importancia para la funcién
fecundante del espermatozoide. El plasma seminal transporta al espermatozoide
y le provee los insumos necesarios para alcanzar el oocito. Dado que el
espermatozoide no posee capacidad fertilizante al momento de la eyaculacion
sino que la adquiere durante el transito a través del tracto genital de la hembra
(Alumot, 1965; Yanahimachi, 1994; Berguer et al., 1996; Swamy, 2004), algunas
de las proteinas contenidas en el plasma seminal, se unen a la célula
espermatica gracias a su afinidad con los lipidos presentes en la membrana
plasmatica, provocando una reconfiguracion en la estructura de la misma,
proceso conocido como capacitacion. Una considerable cantidad de trabajos se
han encaminado al estudio de un grupo de proteinas acidas del plasma seminal,
llamadas proteinas BSP (Bovine Seminal Plasma), las cuales se adsorben a la
membrana plasmatica del espermatozoide en el momento de la eyaculaciéon y
tienen un papel crucial en la capacitacion espermatica. Estas proteinas, son
secretadas por las vesiculas seminales vy estan caracterizadas con respecto a
sus propiedades bioquimicas y estructurales. Las BSP A1, A2 y A3, tienen pesos
moleculares entre 15000 y 16500 Dalton (Manjunath, 1993), y se sabe que
incrementan significativamente la motilidad del espermatozoide cuando se unen a
la parte media del mismo (Sanchez, 2004).

Asi mismo, en semen ovino se determind la presencia de proteinas especificas
del plasma seminal que se adhieren al espermatozoide durante la eyaculacion y
que estan relacionadas con efectos de proteccion y reversion del dafio causado
en la membrana de espermatozoides sometidos a procesos de criopreservacion
(Cardozo, 2006). Estas proteinas designadas como RSVP14 y RSPV20, son
sintetizadas exclusivamente por las vesiculas seminales y se han designado
como las responsables de gran parte del efecto protector frente al choque térmico
por bajas temperaturas (Fernandez et al., 2006). Estos ultimos hallazgos
evidenciaron que el semen ovino contiene importantes proteinas que pueden
mejorar la habilidad fertilizante de los espermatozoides bajo ciertas condiciones
desfavorables.

Aunque se ha probado que el efecto de la criopreservacion sobre la membrana de
los espermatozoides bovinos tiene un efecto deletéreo que afecta a la célula
estructural y funcionalmente, las proteinas relacionadas con la proteccion y
reversion contra en dafo provocado por el choque térmico solo se han
encontrado y probado en semen ovino. Hasta el momento no se ha reportado su
uso en espermatozoides bovinos sometidos a criopreservacion.
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El presente trabajo pretende encontrar proteinas del plasma seminal relacionadas
con la integridad de la membrana plasmatica del espermatozoide de toros Cebu y
Sanmartinero sometidos a criopreservacion, y probar el posible efecto que podria
tener el adicionarlas a espermatozoides descongelados. Esto con el fin de
contribuir  al desarrollo de nuevas metodologias que involucren el uso de
proteinas especificas para minimizar o revertir el dafio en la membrana
espermatica ocasionado por la criopreservacion.
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Proteinas de la membrana espermatica

Los espermatozoides son células especializadas las cuales no pueden sintetizar
proteinas después de la espermatogénesis. En la formacién del espermatozoide,
el citoplasma libera a los llamados “cuerpos residuales” que contienen ribosomas
y otros organelos como el reticulo endoplasmatico, lisosomas y peroxisomas.
Debido a la pérdida de éstos organelos, el espermatozoide carece de expresion
de proteinas y de transporte vesicular (Sanchez, 2004). No obstante, la mayor
cantidad de modificaciones en las proteinas de la membrana plasmatica del
espermatozoide suceden en diferentes etapas que comprenden desde la
eyaculacion hasta la interaccion con la zona pelucida.

Una vez ocurrida la eyaculacion, el espermatozoide atraviesa el tracto genital de
la hembra, donde se activa para luego unirse a la zona pelucida del oocito. La
activacion de las células espermaticas (capacitacion) induce cambios en la
membrana plasmatica que resultan en un incremento en la afinidad por la zona
pelucida (Brewis et al., 1999; Olivera et al., 2006 Revisado en: Revista
Colombiana de Ciencias Pecuarias).

Los fluidos del oviducto son ricos en albumina y lipoproteinas de alta densidad
(HDL), las cuales son capaces de remover el colesterol de la membrana
plasmatica del espermatozoide. La remocion del colesterol permite que queden
libres las proteinas de Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero v cebu
cuales forman complejos de senalizacion para la reaccion acrosomica. Lo anterior
permite ademas la migracion de algunas proteinas hacia la zona ecuatorial de la
cabeza espermatica, proceso necesario para la posterior fusion de las
membranas del espermatozoide y el oocito (Gadella y Harrison, 2000; Williams,
2002). Se ha demostrado que la remocion del colesterol también activa los
canales de calcio Ca™". La entrada de Ca™" a la célula activa la proteina kinasa
A1 (PKA1) la cual fosforila la tirosina de las proteinas (Urner y Sakkas, 2006).
Este ultimo seria entonces un cambio en la estructura y localizacién de las
proteinas de la membrana plasmatica, inducido por los factores presentes en el
tracto genital femenino.

Una vez que los espermatozoides alcanzan el lugar de la fecundacion, éstos
tienen que atravesar las barreras que presenta el ovocito, entre las que se
encuentran las células del cumulus, la zona pelucida y la membrana plasmatica.
Se conoce que la proteina llamada PH20 tiene actividad hialuronidasa gracias a
la cual el espermatozoide es capaz de hidrolizar el acido hialurénico y atravesar la
densa capa del cimulus ayudado por su movimiento hiperactivo.
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La union del esperma con la zona pelucida del oocito es importante en la
fecundacion, ya que se considera un proceso de reconocimiento especifico para
cada especie. A pesar de la importancia de la unidén del esperma con la zona
pelucida, las proteinas involucradas en este proceso no han sido caracterizadas
por completo en bovinos y ovinos, en comparacion con la especie humana
(Gadella, 2000 ; Travis y Kopf, 2002).

La reaccion acrosomica se inicia inmediatamente después de la unién de un
espermatozoide a la zona pelucida del oocito. La membrana apical de la cabeza
del esperma comienza a fusionarse con la membrana acrosomal externa en
multiples sitios, lo que resulta en la dispersion del contenido acrosomal. Durante
la reaccion acrosdmica, se secretan enzimas proteoliticas e hidroliticas para
disolver la matriz de la zona peldcida, con el fin de que el espermatozoide penetre
al espacio perivitelino. Los espermatozoides cuyo acrosoma reacciona antes de
llegar a la zona pelucida se consideran inhabiles para la fecundacién (Medina y
Pérez, 1998; Bedoya, 1999; Alza y Jiménez, 2000).

De otra parte, se han caracterizado proteinas de anclaje al Glicofosfatidilinositol
GPI1 vy proteinas epididimal en el espermatozoide (Sakkas, 2003., Olivera et al.,
2006 Revisado en: Revista Colombiana de Ciencias pecuarias), las cuales son
las candidatas a ser las precursoras de la fusibn de las membranas del
espermazoide y el oocito. Sin embargo aun no se ha podido dilucidar el
mecanismo molecular de las interacciones entre estas proteinas. Con respecto a
las proteinas unidas mediante GPI, se han hecho interesantes observaciones en
el plasma seminal de diferentes especies. Estas observaciones demuestran que
el plasma seminal contiene una poblacién estable de proteinas que pueden ser
enlazadas a la superficie de la membrana celular. Este tipo de modificaciones en
la superficie celular probablemente hace a los espermatozoides mas resistentes
al ataque de los anticuerpos en el tracto genital de la hembra (Rooney, 1997).

Recientemente el grupo de Microbiologia Molecular del Centro de Biotecnologia y
Bioindustria (CORPOICA), adelanté estudios (resultados no publicados) del
protedma de la membrana de espermatozoides de razas criollas, encontrandose
diferencias en los perfiles electroforéticos de las proteinas de las razas
evaluadas. En espermatozoides de la raza Sanmartinero se detectaron 21 bandas
de proteina, con pesos moleculares entre 6.5 y 65.3 kDa. Dos bandas de
proteina, una de 49.3 y otra de 19.9 kDa, mostraron correlacion (p<0.05) con el
porcentaje de espermatozoides motiles. La banda de 49.3 kDa presenté una
correlacién inversa (r = -0.51), mientras que la banda de 19.9 correlacioné
positivamente (r = 0.7) con la motilidad espermatica.
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Proteinas del plasma seminal

El plasma seminal es una compleja mezcla de secreciones originadas en los
testiculos, el epididimo y las glandulas sexuales accesorias. Este complejo
contiene gran cantidad de polipéptidos de los cuales algunos se adsorben al
espermatozoide y por consiguiente tienen un papel importante en la habilidad
fertilizante del mismo.

Manjunath en 1993 reporto6 la presencia de cuatro tipos de proteinas designadas
como BSP A1, BSP A2, BSP A3 Y BSP 30 kDa. Las A1 y A2 son idénticas en la
composicion de aminoacidos pero diferentes en glicosilacion. Las BSP A1, A2 y
A3 tienen pesos moleculares entre 15000 y 16500 Da. Las BSP A1, A2 y BSP 30
kDa son glicoproteinas mientras BSP A3 no tiene ningun carbohidrato. Las
proteinas BSP A1 y A2 tienen exactamente la misma secuencia en su
composicion de aminoacidos pero las BSP A2 tienen de tres a cuatro veces
menos galactosamina y acido sialico. Estas dos en conjunto habian sido
previamente llamadas gonadostatinas (Desnoyers et al., 1994) pero luego de
determinar su estructura se designaron como proteinas PDC 109. Dentro del
plasma seminal bovino, las proteinas PDC 109 son las mas abundantes. Estas se
adsorben a la membrana plasmatica durante la eyaculacion y tienen un papel
importante en la preparacion de la célula espermatica para la fecundacion. La
PDC 109 es un polipéptido de 109 aminoacidos y contiene dos dominios de
fibronectina tipo Il precedidos por un dominio N terminal en el residuo 23. Esta
proteina esta presente en concentraciones de 15 a 25 mg/ml en el plasma
seminal (Sanchez, 2004).

En el espermatozoide, los sitios de enlace de estas proteinas PDC son
resistentes al efecto de las proteasas pero pueden ser extraidos con solventes
organicos. La especificidad de union se estudié analizando los enlaces de las
proteinas con diferentes lipidos, lo que evidencié que las BSP reconocen
especificamente fosfolipidos que contienen colina como fosfatidilcolina,
esfingomielina, lisofosfatidilcolina y plasmalogeno (Sanchez, 2004).

Se ha propuesto que las proteinas BSP cubren la superficie del espermatozoide
por interaccion con fosfolipidos que contienen fosforilcolina, esto previene la
capacitacion prematura del mismo (Manjunath y Sairam, 1987). EI
espermatozoide no capacitado viaja a través del tracto reproductivo de la hembra
donde encuentra lipoproteinas de alta densidad (HDL). Las HDL retienen a las
proteinas BSP que estan unidas a la superficie del espermatozoide y éstas a su
vez secuestran el colesterol para luego dejar la superficie del espermatozoide. El
mecanismo por el cual se da el flujo de colesterol cuando las HDL se enlazan a la
membrana del espermatozoide aun no esta claro. La pérdida de colesterol en la
membrana causa una alteracion en la permeabilidad y permite la entrada de
calcio con la consiguiente activacion de la fosfolipasa A2. Dado lo anterior, es
posible que las proteinas BSP no solo previenen la capacitacion del
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espermatozoide sino que también promuevan la capacitacion del mismo
(Manjunath, 1993).

En Investigaciones del laboratorio de microbiologia molecular del Centro de
Biotecnologia y Bioindustria CBB de CORPOICA se logré obtener el mapa
referencial 2D-PAGE, de proteinas del plasma seminal de toros de la raza bovina
Sanmartinero (Barajas et al., 2009). En éste se detectaron alrededor de 61 puntos
de proteina, con puntos isoeléctricos entre 4.18 y 9.7, y pesos moleculares entre
11.5y 75.9 kDa (figura 1). Solamente tres de los puntos encontrados tienen pls
por encima de 7, de tal forma que el 95% de los puntos de proteina tienen pls
acidos o ligeramente acidos.

BSP 30 KDa

sk

BSP A3 Z13

Figura 1 . Mapa de proteinas del plasma seminal de toro Sanmartinero, captado directamente del gel. Las flechas indican
proteinas que coinciden en ubicacién con BSP A1/A2 (PDC 109), BSP A3, BSP 30 kDa y Espermadhesina Z13. Tomado
de: Barajas, 2009

En este trabajo se detectaron los puntos correspondientes a las BSP A1/A2 (MW
entre 15 y 16.5 kDa; pls entre 4.7 y 5.2), y a la BSP A3 (MW de 13.4 kDa),
reportadas en los trabajos de Manjunath (1993,1994, y 1997) y Gwathmey en el
2003, asi como el punto correspondiente a la BSP 30kDa.

Los mapas electroforéticos de las proteinas del plasma seminal, obtenidos en el
trabajo de Barajas presentan gran similitud con los presentados por Moura en el
2007, para toros de la raza Holstein. En este ultimo trabajo se logré identificar
proteinas como la osteopontina, espermadhesina y fosfolipasa A2 (figura 2), y se
hace especial referencia a las proteinas acidas del fluido seminal (aSPF), las
cuales intervienen directamente en mecanismos dirigidos a prevenir dafios en la
membrana por estrés oxidativo o por dafio inmune. Estas proteinas se incorporan
al espermatozoide después de la eyaculacion pero se pierden después de la
capacitacion, lo que permite pensar que no participan en la interaccion
espermatozoide-oocito (Moura, 2007).
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Figura 2. Mapa de proteinas del plasma seminal de toros Holstein. A la izquierda se
indica el marcador de peso molecular. La flecha de abajo sefala la direccion del
gradiente de pH basico (izquierda) y acido (derecha). Se identifican grupos de proteinas
BSP A1/A2 (PDC 109), BSP A3, BSP 30 kDa , Espermadhesina Z13, clusterina y
albumina entre otras. Tomado de: Moura., 2007.

Asi mismo en el trabajo del laboratorio de Microbiologia molecular del CBB
CORPOICA (Barajas et al., 2009), se establecioé el mapa referencial 2D-PAGE de
las proteinas en el plasma seminal de la raza Cebu. Sobre el mapa electroforético
se detectaron aproximadamente 36 puntos de proteina, con pesos moleculares
entre 13.9 y 66.2 kDa, y pls entre 4.1 y 9.8 (figura 3). El 89% de las proteinas
tienen pl por debajo de 7, lo que indica que la gran mayoria tiene un pH acido.
Los mapas electroforéticos del plasma seminal de toros cebu se han desarrollado
para correlacionar la cantidad especifica de los puntos de proteinas con los
valores de los parametros de fertilidad, como numero de vacas prefiadas, en
diferentes épocas de apareamiento, obteniéndose correlaciones hasta del 0.79
(p<0.05) de un conjunto de 27 puntos (figura 3), con toros identificados con alto
potencial fertilizante (Roncoletta y Da Silva, 2003).
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Figura 3.Mapa electroforético de plasma seminal de toro Cebu. A la izquierda se indica el
marcador de peso molecular. La flecha de arriba sefiala la direccion del gradiente de pH
basico (derecha) y acido (izquierda). Se sefala el conjunto de puntos que tiene
correlacion con toros cuyo semen posee alto potencial fertilizante. Tomado de:
Roncoletta., 2006



10 Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero y cebu

Relacion de las proteinas del plasma seminal con la
reversion del dafo en la membrana espermatica
ocasionado por los procesos de criopreservacion

Las investigaciones han evidenciado que el plasma seminal es de suma
importancia para mantener la motilidad y la viabilidad de los espermatozoides
(Barrios y Perez, 2000), ademas de incrementar la resistencia al dafo ocasionado
a la membrana espermatica por choque térmico (Baas y Molan, 1983). En
equinos, existe evidencia de que el plasma seminal previene la capacitacion
prematura del espermatozoide y lo protege contra estrés oxidativo. Sin embargo,
el plasma seminal también tiene efectos deletéreos en procesos de congelacion
de semen (Pruit y Arns,1993). Igualmente, se ha indicado que existen proteinas
que revierten el efecto del choque térmico en el plasma seminal ovino y algunas
investigaciones han demostrado mediante el uso de electroforésis SDS 2D
PAGE, que las proteinas del plasma seminal, las BSP, disminuyen después de la
congelacién lo que puede indicar un nuevo papel de estas proteinas en procesos
de criopreservacion (Barrios, 2000; Cardozo, 2006). Estos descubrimientos
indican que el plasma seminal es una mezcla compleja que contiene una amplia
variedad de componentes que afectan la viabilidad y la sobrevivencia de la célula
espermatica. En el plasma seminal se han evidenciado diferencias en perfiles de
proteinas en toros con diferentes tasas de fertilidad. Tales investigaciones han
demostrado cambios en las células espermaticas, mediados por interacciones
con proteinas del plasma seminal (Metz y Berguer, 1990), y han confirmado la
adsorcion de grandes cantidades de proteinas del plasma seminal a la membrana
de espermatozoides de carnero, toro y cerdo. Los espermatozoides de cordero
son mas susceptibles a choque térmico por frio que otras especies (Hold y Nord,
1984; Fisher y Fairful, 1989), y se ha reportado la presencia de un tipo de
proteinas en el plasma seminal de especies ovinas que, aunque estan en menor
proporcion a las BSP, son de especial importancia dado que mantienen la
integridad de la membrana plasmatica y pueden, tanto reparar como prevenir los
dafos en el esperma luego de un choque térmico por frio (Barrios y Perez, 2000) .
Estas proteinas designadas como RSVP14 y RSPV20, son sintetizadas
exclusivamente por las vesiculas seminales vy son las responsables de este
efecto protector (Fernandez et al., 2006). Dichas proteinas fueron resueltas
posteriormente mediante electroforesis 2D PAGE (Cardozo y Fernandez, 2006).
Estos ultimos hallazgos muestran que el semen ovino contiene importantes
proteinas que pueden mejorar la habilidad fertilizante de los espermatozoides
bajo ciertas condiciones desfavorables.

Con respecto al acrosbma, se sabe que existe una marcada desintegracién de
éste cuando se somete a choque térmico por frio y se ha demostrado que los
dafios mas significativos en el acrosbma, ocurren cuando el espermatozoide se
somete a temperaturas entre los 35y 23 °C y el efecto de este choque también se
ve evidenciado en la disminucion de la motilidad espermatica (Almquist, 1979).

En ovinos, se ha estudiado el efecto de la adicién de proteinas del plasma
seminal en la estabilidad e integridad de la membrana plasmatica (Barrios y
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Perez, 2000; Cardozo, 2006). Los procedimientos para determinacion de este tipo
de efectos, requieren de seleccidon espermatica por medio de swim up. Asi
mismo, las proteinas del plasma seminal se separan por medio de cromatografia
liquida. En estos estudios, se evidencia claramente que existen proteinas del
plasma seminal con efectos protectores de la membrana espermatica y que
fracciones con proteinas de 14 kDa y 20 kDa pueden ser las responsables de
prevenir y/o revertir el dafio a la membrana de las células (figura 4).

LA

Figura 4. Microscopia electronica de espermatozoides de carnero A) obtenidos por swim
up, B) sometidos a choque térmico, C) sometidos a choque térmico e incubados con 0,7

mg de proteinas de plasma seminal, D) sometidos a choque térmico e incubados con 0,7
mg de proteinas de plasma seminal de las sexta fraccion de proteinas. Magnificacion de

13000X . Tomado de: Barrios y Perez.., 2000.

Proteinas del plasma seminal

El plasma seminal es ui Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero y cebu
epididimo y las glandulas accesorias. Este complejo contiene gran cantidad de
polipéptidos de los cuales algunos se unen al espermatozoide y por consiguiente
tienen un papel importante en la habilidad fertilizante del mismo. En los toros, se
ha demostrado que las proteinas del plasma seminal potencializan la respuesta
del espermatozoide a la zona pelucida (Manjunath, 1994).

En 1993, Manjunath reporté cuatro tipos de proteinas designadas como BSP A1,
BSP A2, BSP A3 Y BSP 30KDa. Las A1y A2 se denominaron previamente como
gonadostatinas (Desnoyers et al., 1994) pero luego de determinar su estructura
se designaron como proteinas PDC 109 .Dentro del plasma seminal bovino, las
proteinas PDC 109 son las mas abundantes. Estas se unen a la membrana
plasmatica durante la eyaculacion y tienen un papel importante en la preparacion
de la célula espermatica para tomar lugar en la fecundacion. La purificacion de las
PDC 109 y la determinacién de su estructura han sido reportadas desde hace
unos afos. Esta es un polipéptido de 109 aminoacidos y contiene dos dominios
de fibronectina tipo Il precedidos por un dominio N terminal en el residuo 23. Esta
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proteina esta presente en concentraciones de 15 a 25 mg/ml en el plasma
seminal. Los analisis estructurales han revelado que la cadena peptidica de las
PDC 109 esta alineada en dos pliegues beta antiparalelos que se extienden
perpendicularmente, y dos espirales irregulares soportan un largo sitio hidrofébico
(figura 5). Los dominios de fribronectina demuestran una habilidad especial para
unirse a los lipidos (Sanchez, 2004). En diferentes trabajos se ha demostrado que
las proteinas BSP se adhieren a la membrana plasmatica del espermatozoide.
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Figura 5. Estructura primaria y organizacion de los dominios de fibronectina de las PDC
109. a. estructura primaria de las PDC 109. b. organizacion de los dominios de
fibronectina, los dos dominios Fn2 son muy similares pero no idénticos. Tomado de:
Musti, S. Current Science vol 87: 2004

El papel de las proteinas BSP puede estar relacionado con la modulacion lipidica
que ocurre en la membrana durante la capacitacion y la reaccion acrosomica. Se
ha propuesto que las proteinas BSP cubren la superficie del espermatozoide por
interaccion con fosfolipidos que contienen fosforilcolina, esto decapacita al
espermatozoide y previene la capacitacion prematura del mismo. De otro lado, es
posible que por el contenido de glicocongugados de fucosa en la superficie de las
células epiteliales del oviducto, las PDC 109 también preparen al espermatozoide
para unirse al epitelio oviductal (Souza, 2008).

La proporcion de las proteinas BSP tanto en plasma seminal como en el
espermatozoide bovino han sido cuantificadas mediante radioinmunoanalisis RIA
(Manjunath, 1997), encontrando que las BSP representan del 40 al 57 % de las
proteinas totales del plasma seminal (BSP A1y A2: de 25 a 47%, BSP A3: de 3 a
5% y BSP 30 KDa: de 3 a 7%) y solo de 4 a 6% de las proteinas del
espermatozoide (BSP A1y A2: de 2.5 a 4%, BSP A3:de 0.4 a 0.9 % y BSP 30
KDa: de 0.5 a 1%).

Ademas de las proteinas PDC 109, se ha reportado la presencia de otro tipo de
proteinas en el plasma seminal de especies ovinas. Estas proteinas, aunque
estan en menor proporcion a las BSP, son de especial importancia dado que
mantienen la integridad de la membrana plasmatica y pueden, tanto reparar
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como prevenir los danos en el esperma luego de un shock térmico por frio. Estas
proteinas designadas como RSVP14 y RSPV20, sintetizadas exclusivamente por
las vesiculas seminales (Barrios y Pérez, 2000) y determinadas mediante
electroforesis 2D PAGE, son las responsables de este efecto protector
(Fernandez y Col., 2006). Estos ultimos hallazgos no solo muestran que el
semen ovino contiene importantes proteinas que pueden mejorar la habilidad
fertilizante de los espermatozoides bajo ciertas condiciones desfavorables
(Cardozo, 2006), sino ademas abren la puerta al desarrollo de alternativas
moleculares para el mejoramiento de la habilidad fecundante del espermatozoide.

Proteccion de la membrana del espermatozoide por las
proteinas del plasma seminal

En algunas investigaciones se ha estudiado la proteccién que confiere el plasma
seminal a los espermatozoides que han sido sometidos al llamado “cold shock” o
choque térmico por frio. Este ultimo es un fendbmeno muy comun en procesos de
criopreservacion y debido al cual, se presentan considerables disminuciones en la
viabilidad y motilidad de los espermatozoides durante y después de la
congelacion. El efecto del choque térmico produce, en diferente grado, perdidas
en la motilidad y en la capacidad fertilizante si las células son refrigeradas rapida
o lentamente a la misma temperatura (figura 6). Los ensayos cuantitativos
muestran que no se provoca dafo a las células espermaticas si la temperatura
del semen es llevada hasta 5 °C, en un intervalo de al menos 2 horas. Esta baja
gradual de temperatura es la base del éxito en la criopreservacion de semen. Sin
embargo, el efecto del choque térmico en el espermatozoide no es instantaneo y
el dafio puede detenerse por un recalentamiento (Walton, 1957).

En 1974, Lindholmer describi6 la importancia del plasma seminal en la motilidad
de espermatozoides de humano luego de ser criopreservados. Sin embargo, fue
en el 2004, cuando Jobim caracterizé proteinas del plasma seminal relacionadas
con la resistencia del espermatozoide bovino al choque térmico. En este trabajo,
se realizaron perfiles electroforéticos bidimensionales de plasma seminal de toros
Bos taurus y bos indicus para luego relacionarlos con la facilidad de congelacion
del semen. Luego de establecer los valores de alta y baja congelabilidad de
acuerdo al numero de pajillas descartadas, se logré concluir que las proteinas
acidas del plasma seminal (aSPF) y la clusterina correlacionaron con una alta
congelabilidad. De otra parte, se determiné que 25 proteinas correlacionaron con
una baja congelabilidad.
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Figura 6. Microscopia electrénica de: A, espermatozoides sometidos a 5°C de forma
intempestiva y B, espermatozoides sometidos a 5°C de forma gradual. Tomado de :
Walton A., Proceedings of the Royal Society of London. Series B, Biological Sciences,
Vol. 147, No. 929. 1957

Asi mismo, se desarrollaron investigaciones con semen de ovino, en donde las
células espermaticas se seleccionaron por swim up para luego ser sometido a
choque térmico (Barrios y Pérez, 2000). Posteriormente, los espermatozoides
seleccionados se incubaron con proteinas del plasma seminal y se analizaron con
marcadores de fluorescencia y microscopia electrénica. Se encontré que las
proteinas del plasma seminal que se unen a la membrana del espermatozoide,
modifican las caracteristicas funcionales de los espermatozoides demostrando
que el dafio estructural inducido por las bajas temperaturas, se revierte durante
de la incubacion con proteinas de plasma seminal, lo cual indica una restauracién
en la membrana de las células espermaticas. La adsorcion de estas proteinas,
segun Barrios, es un proceso que depende de la concentracion de las mismas en
el medio de incubacion.

El fraccionamiento de estas proteinas del plasma seminal, mediante el uso de
cromatografia de exclusion por tamano, proporcioné tres fracciones capaces de
revertir el efecto del choque térmico. Después de la incubacion con estas
fracciones, la microscopia electrénica demostré6 que al menos el 50 % de los
espermatozoides sometidos a choque térmico presenté una restauracién en la
apariencia de su membrana, comparado con la apariencia original, posiblemente
debido a la presencia de una proteina de 20 Kda presente en las fracciones de
plasma seminal usadas para la incubacion y que podria ser la responsable de
recuperar la caracteristicas de permeabilidad de una célula espermatica viable.

Criopreservacion de semen y dafios en la membrana del
espermatozoide

Desde los afos 50, cuando se congelaron espermatozoides bovinos por primera
vez, se han probado numerosas técnicas de criopreservacion. A pesar de los
avances, los efectos de la criopreservacion sobre la viabilidad del espermatozoide
siguen siendo devastadores y se estiman pérdidas de mas del 50 % de la
viabilidad en el semen descongelado (Walton, 1957).
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Las investigaciones este aspecto, permitieron en 1969 asilar una proteina que
provenia de un pez que podia sobrevivir a la congelacion. Estas proteinas
especificas después se conocieron como proteinas anticongelantes (Devries y
Wohlschlag, 1969). Se demostré que estas proteinas pueden proteger las células
de muchas formas como la modificacion de la formacion de cristales durante los
procesos de congelacion y ademas tienen la capacidad de interactuar con la
membrana plasmatica a bajas temperaturas. Se han identificado cinco proteinas
anticongelantes (Antifreeze proteins o AFPs) y 3 de estas (AFP I, AFP lll y AFGP)
estan disponibles comercialmente. Estas proteinas anticongelantes se unen a los
cristales de hielo, responsables del dano en la integridad de las membranas
celulares, e inhiben la recristalizacion de los mismos. Las AFP | consiste en una
larga alfa hélice simple de 3.5 a 4.2 kDa con dos caras en su estructura
tridimensional, una hidrofobica y otra hidrofilica (Duman y Devries, 1976). Las
AFP tipo Il son proteinas globulares ricas en cisteina que contienen cinco puentes
bisulfuro (Ng y Hew, 1992). Por su parte las proteinas AFP tipo Ill exhiben
caracteristicas similares a las AFP tipo | con un tamafo de 6 kDa
aproximadamente.

Aunque se habia probado la adicion de estas proteinas anticongelantes en
medios de criopreservacion de semen de ratones y primates, la adicion a medios
de criopreservacion de semen bovino se evaludé recientemente (Prathalingam,
2006). En este estudio se evaluo el efecto de la adicion de AFP |y , AFP lll en la
viabilidad espermatica, la resistencia osmética y la integridad del acrosoma de
semen bovino descongelado. Las proteinas se adicionaron en concentraciones de
0.1, 1, 10 y 100 mg/ml), lo que resultdé en un incremento de la resistencia
osmaotica y una disminucion en la ruptura mecanica de los espermatozoides
debido a que las proteinas anticongelantes dieron una reorientacion a los cristales
formados por el medio de criopreservacion. Sin embargo, los efectos en la
viabilidad y la integridad del acroséma no fueron concluyentes.

Electroforésis sds- bidimensional como herramienta para
la separacion de las proteinas

En la actualidad, la protedmica es aceptada como el método mas eficaz para el
analisis de proteinas como producto de la expresion genética. La razén por la
cual los analisis protedmicos resultan utiles es que, en contraste con la gendmica
la cual es relativamente estatica e idéntica en muchas de las células somaticas de
un organismo, la expresion de las proteinas es un estado de flujo dinamico
constante que responde a estimulos internos y externos, de manera que se
acerca mas al analisis de los procesos celulares. Sin embargo, lo anterior hace
que su estudio sea mas lento y complejo.

La electroforésis en geles de poliacrilamida en dos dimensiones (2D- PAGE) es el
centro de las investigaciones en protedmica dado que es capaz de separar
simultaneamente gran cantidad de proteinas. La técnica envuelve la separacion
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de cientos de proteinas, en primera instancia, por su punto isoeléctrico mediante
isoelectroenfoque (IEF). Mediante el uso de un gradiente de pH, las proteinas se
separan hasta que alcanzan una posicion estacionaria en la cual su carga neta se
hace cero, punto que se conoce como isoeléctrico. De otro lado, en la segunda
dimension las proteinas se separan de acuerdo con su peso molecular relativo,
haciendo pasar cada proteina por una matriz polimérica que constituye la base de
la separacion dado que las moléculas con mayor peso molecular tendran mayor
dificultad para atravesar la matriz de poliacrilamida.

La electroforesis 2D se desarrolldé por primera vez por O'Farrell en 1975 y desde
entonces ha sufrido ciertos cambios que la han hecho reproducible y sensible. El
principal cambio en el protocolo original fue la introduccién de tiras de gradiente
de pH inmovilizado (Gorg, 1988), lo cual resolvié el problema de la inestabilidad y
la baja reproducibilidad. En otro aspecto, la 2D-PAGE es una tecnologia que
requiere cierto nivel de experiencia y habilidad manual para obtener
reproducibilidad. Esto significa que los patrones de proteinas no son faciles de
comparar en detalle, entre geles elaborados en diferentes laboratorios (Fey,
2001). Aunque el analisis de los geles asistido por programas de computadora ha
resuelto muchos de los inconvenientes a cerca de este tema, el componente
manual aun sigue siendo uno de los inconvenientes metodoldégicos mas
discutidos.

Finalmente, otro de los debates mas importantes que se ha generado alrededor
de esta técnica es la posibilidad de detectar e identificar proteinas, como
receptores, sefales de traduccion y proteinas regulatorias que tienen baja
concentracion. El ejemplo mas claro esta en las levaduras, en las que la
secuencia de los codones puede correlacionar o no con los niveles de expresion
de las proteinas encontradas. En este sentido los resultados obtenidos en
diferentes trabajos son contradictorios y aunque se ha intentado resolver las
inquietudes adaptando técnicas como espectrometria de masas, aun no se ha
llegado a un consenso unificado (Gorg, 1998).
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Objetivos

General

Identificar posibles diferencias en el contenido proteico del plasma seminal de
toros Sanmartinero y Cebu, relacionadas con la integridad de la membrana
plasmatica de los espermatozoides sometidos a procesos de criopreservacion

Especificos

e Determinar mediante electroforésis bidimensional las proteinas del plasma
seminal de toros Sanmartinero y Cebu relacionadas con la integridad de la
membrana plasmatica del espermatozoide.

e Separar por cromatografia las fracciones proteicas del plasma seminal y
relacionarlas con la viabilidad del espermatozoide

e Evaluar el efecto de la adicion de fracciones proteicas de plasma seminal en la
proteccion de la membrana plasmatica de espermatozoides de toros de razas
Sanmartinero y Cebu sometidos a procesos de criopreservacion
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Proteinas de plasma seminal de toros sanmartinero vy
cebu y su relacidén con la calidad seminal

Resumen

El objetivo de esta investigacion fue determinar las diferencias en los perfiles
electroforéticos bidimensionales de plasma seminal de toros Sanmartinero y Cebu
y relacionar cada punto de proteina con los parametros de calidad seminal. Los
porcentajes de viabilidad y concentracion espermatica fueron mayores en semen
de toros Sanmartinero (p>0.05 y p<0.001 respectivamente). Los mapas
electroforéticos de plasma seminal de todos los toros presentaron puntos cuyas
caracteristicas de peso molecular y pH coinciden con las caracteristicas de
proteinas como BSP A1/A2, A3, BSP de 30 kDa, Clusterina, Espermadhesina
Z13, Inhibidor de metaloproteinasa TIMP-2 y proteinas acidas del fluido seminal
aSFP. Los mapas de plasma seminal de Sanmartinero presentaron 75 puntos, 11
exclusivos de ésta raza. De otro lado, los mapas de proteinas de plasma seminal
de Cebu evidenciaron 67 puntos, 14 solo se encontraron en ésta raza. Las
cantidades relativas de diez puntos presentaron diferencias (p<0.05) cinco con
mayor cantidad en Sanmartinero y cinco en Cebu. En el plasma seminal de toros
Sanmartinero, un punto de proteina de peso molecular 16.20 kDa y punto
Isoeléctrico 5.5, evidencid correlacion con la viabilidad espermatica (r=0.64
p<0.001). Este punto tiene semejanzas en las caracteristicas reportadas en
bases de datos internacionales (NCBI NR) para proteinas BSP A1/A2, de las
cuales se ha reportado que estan involucradas en la regulacion de la capacitacion
espermatica en semen bovino. Se logré concluir que las caracteristicas de las
proteinas presentes en el plasma seminal de toros Sanmartinero podrian explicar
en parte los valores superiores de calidad seminal de estos toros.

Abstract

The objective of this research was to evaluate the differences between two-
dimensional electrophoretic profiles of seminal plasma from Sanmartinero and
Cebu bulls, and relate each spot with semen quality parameters. The viability and
sperm concentration percentages were higher in semen of Sanmartinero bulls (p>
0.05 and p <0.001 respectively). Electrophoretic maps of seminal plasma from all
bulls had spots with similar features of proteins as BSP A1/A2, A3, BSP 30 kDa,
clusterin, Espermadhesin Z13, Tisular metalloproteinase inhibitor TIMP-2 and
acidic seminal fluid proteins aSFP. Maps from Sanmartinero seminal plasma
presented 75 spots, 11 exclusive of this breed. On the other side, the maps of
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seminal plasma proteins from Cebu bulls had 67 spots, 14 were found only in this
breed. The relative amounts of ten spots had differences (p <0.05) five with more
relative quantity in Sanmartinero seminal plasma and five in Cebu seminal
plasma. In the map of proteins from Sanmartinero bulls , one spot with molecular
weight 16.20 kDa and isoelectric point 5.5, showed correlation with sperm viability
(r = 0.64 p <0.001). This spot has similarities in the pattern reported in
international databases (NCBI NR) for BSP A1/A2 proteins, reported as involved
in the regulation of sperm capacitation. Seminal plasma proteins from
Sanmartinero bulls may partly explain their higher semen quality.



Introduccién

Uno de los problemas que mas afecta los indices productivos de los principales
sistemas de explotacion ganadera, continua siendo la baja fertilidad del macho
bovino. El desempefio del toro reproductor incide de forma muy importante en los
indices reproductivos del hato y en tal sentido, algunos trabajos de investigacion
se han encaminado al desarrollo de elementos metodologicos que permitan
evaluar con mayor criterio y confiabilidad la fertilidad del macho reproductor. Se
ha reportado que los métodos convencionales para evaluar la fertilidad de los
toros, tales como la determinacion de la concentracién espermatica, volumen del
eyaculado, motilidad y morfologia espermatica, no siempre predicen en debida
forma la fertilidad in vivo del animal. En contraste, los estudios in vitro que se han
adelantado para evaluar la capacidad fecundante del espermatozoide, como
induccién de la reaccidén acrosdmica, porcentaje de oocitos penetrados y el test
hiposmdético entre otros, han mostrado gran correlacion con las tasas de no
retorno al estro a los 90 dias y con los porcentajes de concepcion al primer
servicio (Bedoya, 1999; Grasa et al., 2004).

Investigaciones realizadas en CORPOICA (C.| Tibaitata y C.I La libertad) han
demostrado que toros reproductores de las razas criollas como Sanmartinero,
Romosinuano, Costefio Con Cuernos y Blanco Orejinegro, presentan altos
indices de penetracion de oocitos in vitro comparados con toros de razas
foraneas e introducidas como Cebu y Holstein. Aunque se sabe del buen
comportamiento reproductivo de los machos bovinos criollos, aun no se conoce
con exactitud las razones de su fertilidad superior.

Durante los ultimos afios se han realizado una serie de investigaciones
encaminadas hacia el estudio de la estructura y funcién del conjunto de proteinas
del plasma seminal que se han propuesto como candidatas a convertirse en
posibles marcadores de fertilidad bovina. El plasma seminal esta compuesto por
un conjunto de secreciones que forman el vehiculo que transporta la célula
espermatica y del cual incorpora muchos de los componentes necesarios para su
motilidad y supervivencia. Dado que el espermatozoide no posee capacidad
fertilizante al momento de la eyaculacion sino que la adquiere durante el transito a
través del tracto genital de la hembra (Swamy, 2004), algunas de las proteinas
contenidas en el plasma seminal, se adhieren a la célula espermatica gracias a su
afinidad con los lipidos presentes en la membrana plasmatica, lo que estimula
una reconfiguracion en la estructura de la misma, proceso conocido como
capacitacion. Una considerable cantidad de trabajos, se han encaminado al
estudio de un grupo de proteinas acidas del plasma seminal, llamadas proteinas
BSP (Bovine Seminal Plasma), las cuales se adsorben a la membrana plasmatica
del espermatozoide en el momento de la eyaculacion y tienen un papel crucial en
la capacitacion espermatica. Este grupo de proteinas ha sido separado mediante
diversas técnicas y su caracterizacién se ha desarrollado en su mayoria a través
de electroforesis bidimensional y espectrometria de Masas. Se ha descrito que
son secretadas por las vesiculas seminales vy sus caracteristicas bioquimicas y
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estructurales estan bien caracterizadas. Las BSP A1, A2 y A3, tienen pesos
moleculares entre 15000 y 16500 Dalton (Manjunath, 1993), y se sabe que
incrementan significativamente la motilidad del espermatozoide cuando se unen a
la parte media del mismo (Sanchez, 2004).

Las separaciones electroforéticas de proteinas de plasma seminal de toros de
diferentes razas pueden otorgar una idea de las razones de la existencia de toros
mas fértiles que otros y la presencia, ausencia o cantidad relativa de proteinas
especificas podrian explicar diferencias en parametros de calidad seminal.

El presente escrito evidencia las diferencias en los perfiles electroforéticos
bidimensionales de plasma seminal de toros Sanmartinero y Cebu, al mismo
tiempo que pretende demostrar la relacion existente entre las proteinas del
plasma seminal y la calidad espermatica.

Materiales y métodos

Unidades experimentales y toma de muestras

Esta investigacion se adelanté con 10 toros de la raza criolla Sanmartinero y 10
de la raza Cebu. Los animales permanecieron en el centro de investigacion La
Libertad, ubicado en la ciudad de Villavicencio en el departamento del Meta. Los
toros seleccionados tenian entre 3 y 4 anos de edad, y estuvieron siempre en
adecuadas condiciones de salud. A cada toro se le colectd tres muestras de
semen mediante electroeyaculacion con un intervalo de 7 dias entre cada colecta.
Todas las colectas de semen se realizaron en épocas con lluvias predominantes
comprendidas entre los meses de mayo y julio, meses en los que se reportan los
mayores promedios de precipitacion segun reportes del Instituto de Hidrologia,
Meteorologia y estudios Ambientales IDEAM (figura 7).

IDEAM

PRECIPITACION (mm)

1 2 3 4

] 7
MESES

Figura 7. Reporte del IDEAM de los promedios de precipitacion mensuales. Mayo y Junio
presentan los promedios de precipitacion (mm) mas altos. Tomado de: IDEAM pagina
Web, www.ideam.gov.co

Los animales permanecieron bajo condiciones de pastoreo en praderas de
Brachiaria decumbens y todos bajo las mismas condiciones de alimentacion y
manejo.
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Antes de determinar las proteinas del plasma seminal mediante electroforesis
bidimensional, se determinaron los parametros convencionales de calidad
seminal en semen fresco, como viabilidad, motilidad masal, motilidad individual y
concentracion espermatica. La concentracion espermatica se determiné mediante
el método espectrofotométrico usando un Spermacue Minitube®. La viabilidad
espermatica, asumida como la integridad de la membrana, se determiné por el
conteo de espermatozoides cuya coloracion se torn6 diferente frente a la tincidon
con eosina-nigrosina. La motilidad se determiné mediante el analisis visual de una
alicuota de 8 microlitros (uL) bajo un microscopio 6ptico con objetivo de 40x,
teniendo en cuenta solo los espermatozoides con movimiento progresivo en
varios campos opticos. La colecciéon de las muestras de semen asi como la
medicion de calidad seminal se realizaron en las instalaciones del Centro de
Reproduccion Integral Animal CRIA. Todas las caracteristicas de calidad seminal
se registraron en formatos de control establecidos por el CRIA (Anexo 1)

Obtencion del plasma seminal y cuantificacion de proteina

El plasma seminal se obtuvo por centrifugacién del semen a 10000 g durante 5
minutos a 4°C. El sobrenadante se centrifugd de nuevo en las mismas
condiciones y el nuevo sobrenadante obtenido se filtr6 mediante una membrana
Millipore 6V de 0,22 um. Al filtrado se le adicioné fenilmetilsulfonil fluoruro 5uM
como agente inhibidor de proteasas y se guarddé a -20°C hasta su uso.
Posteriormente se realizd una cuantificacidon de proteinas a cada muestra de
plasma seminal mediante métodos espectrofotométricos a través de un
miniespectrofotometro nanodrop (Anexo 2), usando el coeficiente de absortividad

molar (&) de la albumina sérica bovina BSA (0,667 para el equipo especifico)

Electroforesis SDS 2D

La separacion de las proteinas por su punto isoeléctrico (primera dimensién) se
llevé a cabo mediante una camara de isoelectroenfoque IEF protean de Bio Rad y
con el uso de tiras de poliacrilamida con gradiente de pH inmovilizado (IPGs) con
8 cm de largo y en rangos de pH de 3 a 10 y de 4 a 7. Las tiras se hidrataron de
forma pasiva (toda la noche) usando un buffer con anfolitos para lograr el punto
isoeléctrico, y tributilfosfina (TBP). En cada tira se usaron 100 microgramos de
proteina total (Anexo 3).

La segunda separacién (o segunda dimension) se realizé con base al peso
molecular de cada proteina. Esta se hizo en minigeles denaturantes de 10 cm de
ancho, 8 cm de alto y 1 mm de espesor, con un gradiente de poliacrilamida de
10% a 20% preparado a partir de un patrén de 30% (acrilamida:bisacrilamida
29:1). El gradiente de poliacrilamida se realizé por gravedad mediante un
formador de gradiente con vasos comunicantes internos de Bio Rad. Ademas de
la acrilamida, los geles se prepararon usando N,N,N,N Tetrametil-etilendiamina
(TEMED), Persulfato de amonio (APS) 1% y Buffer Lower pH 8.8 con
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dodecilsulfato de sodio (SDS) 10% y Acido etilendiltetraminoacético (EDTA) 0,5
M. Los geles se dejaron en reposo durante 15 minutos hasta que alcanzaron la
polimerizacion completa. Se uso isopropanol con el fin de crear dos fases lo que
posteriormente facilitd la colocacion de las tiras de isoelectroenfoque. Las tiras se
fijaron a los geles mediante una solucién agarosa 1% con azul de bromofenol a
2% y la separacidon por peso molecular se hizo en una camara de electroforesis
vertical Miniprotean cell de Bio Rad a 85 voltios durante 180 minutos. Se usé un
marcador de peso para electroforesis bidimensional con 7 proteinas de referencia
de pesos moleculares entre 6 y 80 kDa, y puntos isoeléctricos entre 3y 10.

Se obtuvo un total de 60 geles, 30 de plasma seminal de cada raza. Los geles
obtenidos se digitalizaron en un documentador Gel Doc XR Bio Rad y las
imagenes resultantes se analizaron mediante el programa PD Quest de Bio Rad,
programa que permitié la cuantificacion relativa de cada uno de los puntos en el
gel. Los pesos moleculares y puntos isoeléctricos de cada punto en los mapas
electroforéticos se obtuvieron usando geles con marcador de peso molecular para
electroforesis bidimensional (Anexo 4).

Toros de referencia

Se selecciond como referencia, un toro de cada raza con buena salud y
desempefio reproductivo y cuyas caracteristicas tanto de calidad seminal como
de fertilidad fuesen facilmente comprobables (Anexo 5). Se elaboraron tres geles
de proteinas de muestras plasma seminal de cada toro referencia con un intervalo
de 15 dias entre cada muestreo. Las colectas se realizaron entre los meses de
mayo y junio

Analisis estadistico

La correlacion entre las cantidades relativas de cada punto de proteina
(expresadas en porcentajes) y las variables de calidad seminal se determind
mediante una prueba de Pearson. Se compararon las cantidades relativas de
proteinas y las variables de calidad seminal entre las dos razas evaluadas
mediante una prueba de t. Las variables concentracion espermatica y motilidad
espermatica se transformaron usando el logaritmo de dichas variables (Urfer y
Jung., 2006).

Resultados

Variables de calidad seminal

En este trabajo se midieron los parametros convencionales de calidad seminal y
los resultados se compararon mediante una prueba de t. Estos resultados
evidenciaron diferencias significativas entre las muestras de semen de toros
Sanmartinero y Cebu, en las variables de viabilidad espermatica y concentraciéon



Capitulo

29

espermatica (tabla 1). El semen de toros Sanmartinero presenté un promedio de
viabilidad espermatica de 76,69 + 7,47%.

Tabla 1. Calidad seminal (viabilidad, motilidad y concentracion espermatica en semen de
toros de las razas Sanmartinero y Cebu

- - Concentracion
L % motilidad % motilidad " 6
Raza % viabilidad masal individual espermatica (1x10
spz)
Sanmartinero 76,69+ 747 | 75,61+14,05 | 76,34 + 11,97 1224,40 + 424,02**
Cebu 64.08 £17,15 | 69,88 +19,83 | 73,60 + 15,43 692,20 + 206 ,33

*n<0,05 *p<0,001

Se evidencian diferencias significativas p<0,05 en la viabilidad espermatica y p<0,001en la
concentracion espermatica

Concentracion de proteinas en plasma seminal de toros

Sanmartinero y Cebu
L Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero y cebu
a concentracion promec

Sanmartinero fue 134,38 + 33,08 mg/ml y en Cebu fue 146,66 £ 19,03 mg/ml.

Por su parte, el analisis realizado mediante el modelo de medidas repetidas
evidencié tendencias estables en la raza Sanmartinero a través del tiempo.
Mientras que en la raza Cebu, la tendencia que se observa a partir de los
estimados del modelo (figura 8) es hacia un incremento gradual en la
concentracion de proteinas en cada muestreo.

Tendencia de la concentracion de

155 proteinas a través del tiempo
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Figura 8. Tendencias de las concentraciones de proteina (mg/ml) en plasma seminal de
toros Sanmartinero y Cebu a través del tiempo.
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Proteinas del plasma seminal de los toros control

En el presente trabajo, el estudio de las proteinas del plasma seminal se inicio
con la separacion electroforética, para lo cual se eligié un toro control de cada
raza.

Las comparaciones y el anadlisis se realizaron teniendo como referencia geles
bidimensionales obtenidos a partir de muestras seminales de los toros control. El
toro control Sanmartinero present6 un total de 79 puntos de proteina, mientras el
plasma seminal del toro control Cebu present6 74 (figura 9).
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Figura 9. Mapas bidimensionales de proteinas de plasma seminal de los toros control.
A. Mapa electroforético bidimensional de proteinas del plasma seminal de un toro
Sanmartinero, A(v) Imagen Virtual generada mediante el programa de analisis de
imagenes, B. Mapa electroforético bidimensional de proteinas del plasma seminal de un
toro Cebu y B(v) Imagen Virtual generada mediante el programa de analisis de imagenes
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Figura 10. Gel bidimensional con carga excesiva de proteina. Los grupos de proteinas
sefialados con un circulo, con peso molecular entre 14 y 30 kDa presentan gran
dificultad en el analisis por la baja resolucion de los puntos.

La cantidad de proteina empleada para la electroforesis se mantuvo constante para
todas las muestras (100 ug de proteina por cada gel). La cantidad adicionada fue
adecuada para que los puntos de proteina de mas bajo peso molecular (entre 12 y
16 kDa) presentaran la mejor resolucion para el analisis, dado que las proteinas que
aparecen en éste rango de pesos moleculares son las mas abundantes. Esto genera
dificultades en lo que se refiere al analisis mediante el programa (Figura 10).

Teniendo en cuenta la ubicacion de los puntos, y comparandolos con trabajos
anteriores, es posible que el grupo de puntos sefialado con el circulo sean
proteinas BSP A1, A2 y A3, y el grupo sefialado con el rectangulo sean proteinas
BSP de 30 kDa (figura 11). Al comparar los pesos moleculares y pls tedricos
reportados en las bases de datos, con los experimentales evidenciados en éste y
en otros trabajos (Moura, 2006), es posible que los puntos mencionados
anteriormente sean proteinas BSP (tabla 2). Sin embargo, la unica forma de tener
seguridad en cuanto a la identidad de estas proteinas es a través de la
determinacion de la secuencia de aminoacidos mediante el uso de técnicas
analiticas de alta precision, como espectrometria de masas (MS) o cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC).
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Figura 11. Semejanzas entre geles bidimensionales virtuales generados a partir de PD
Quest de: A. Proteinas de fluido de las glandulas accesorias (Tomado de Moura 2007),
B. Proteinas de plasma seminal de toros Cebu y C. Proteinas de plasma seminal de toros
Sanmartinero. Los circulos representan el grupo caracterizado como BSP A1, A2 y A3,
los rectangulos muestran las denominadas BSP 30 kDa, los triangulos muestran el grupo
de clusterinas, los rombos sefalan grupos de Espermadhesinas Z13 y los hexagonos
muestran el inhibidor de metaloproteinasa TIMP-2. Las cruces de la parte inferior derecha
representan las aSFP presente soloen Ay C.

Tabla 2.Comparacion de pesos moleculares (MW) y puntos isoeléctricos (pl) de los
puntos determinados en este trabajo con los MW y pl reportados en otras
investigaciones para proteinas BSP

Mw/pl
Proteina Puntos (Id) Tebrico? Experimental®  Experimental 2°
BSP A1/A2 2102,2202, 3202, 3203,4104  156/51  16.2-16.8/5.1-5.5 14.0/5.7
BSP A3 2202, 3101 13.0/5,1 13.2/5.1-5.2 14.0/6.2

BSP 30 1402, 1403, 1405, 1406, 1407
kDa 22.0/5.7 28.7/4.1-4.4 28.0/4.8-5.1
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a) Tedricos (reportados por la base de datos NCBI Prot para las proteinas BSP A1/A2 y
30 kDa), b) Obtenidos en la presente investigacién (probablemente proteinas BSP) y c)
Caracterizados como proteinas BSP en plasma seminal y fluido de las glandulas
accesorias por Moura en el 2007.

De otra parte, y segun la posicion de los puntos en los mapas electroforéticos, las
proteinas sefialadas con un triangulo (figura 11) probablemente representen el
grupo de clusterinas en sus isoformas de 40 kDa (tabla 3).

Tabla 3. comparacién de pesos moleculares y puntos isoeléctricos de los puntos
determinados en este trabajo con los pesos moleculares y puntos isoeléctricos
reportados en otras investigaciones para proteinas clusterina

Mw/pl
untos Experimental Experimental Experimental
Proteina P Teérico? (1)° (2)° (3)¢
Clusterina | 2002390536 55 /54 45/5.0-5.2 38-40/3.6-6.0 40/5.4-6.1

a) tedricos (reportados por la base de datos NCBI Prot para la clusterina), b) Obtenidos
en la presente investigacion (que probablemente sean clusterinas), c¢) Caracterizados
como clusterinas en plasma seminal y fluido de las glandulas accesorias por Moura en
el 2007 y D) Caracterizados como clusterinas por |brahim en 1999

Con respecto a los puntos de proteina sefialados con un rombo (figura 11), es
probable que correspondan a puntos de espermadhesina Z13. Se cree que el
grupo de puntos de espermadhesinas son subunidades de la misma. Se ha
determinado que ésta proteina proviene de las glandulas sexuales accesorias y
se relaciona con la motilidad espermatica (Moura., 2007). Los tres puntos
evidenciados en ésta parte de los geles tienen peso molecular de 14.1 kDa y
puntos isoeléctricos comprendidos entre 6.0 y 6.3, similar a lo encontrado en
diferentes experimentos (tabla 4). Estos puntos representaron en cantidad cerca
del 6 % promedio de las proteinas totales del plasma seminal.

Tabla 4. Comparacion de MW y pl de los puntos determinados en este trabajo con los
MW vy pl reportados en otras investigaciones para proteinas Espermadhesinas Z 13

Mw/pl
Experimental Experimental
Proteina puntos Teo6rico®  Experimental (1)° 2° 3)
4102, 4105, 14.0/6.3-
Esp. 713 °102 6.8 14.1/6.0-6.3 13.0/6.3-6.8 16/6.7

a) Tedricos (reportados por la base de datos NCBI Prot NR para espermadhesina z13),
b) Obtenidos en la presente investigacion (probablemente espermadhesina z13), c)
Caracterizados como espermadhesina z13 en plasma seminal y fluido de las glandulas
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accesorias por Moura en el 2007 y D) Caracterizados comoespermadhesina z13 por
Killian en 1993

El grupo de puntos que aparece en los geles, sefalado con la figura hexagonal
(figura 11), por su ubicacioén y distribucion a través de los geles, parece tratarse
de la proteina inhibidora tisular de metaloproteinasa TIMP-2 y representd cerca
del 7 % en promedio de las proteinas totales del plasma seminal analizado en la
presente investigacion. Existen semejanzas en cuanto la ubicacién de los puntos
y los pesos moleculares pero ciertas diferencias en cuanto a los puntos
isoeléctricos tedricos, reportados en las bases de datos, y experimentales
obtenidos en otras investigaciones (tabla 5). Aunque la evidencia experimental
muestra patrones muy cercanos, es de aclarar que la unica forma de asegurar
que se trata de éstas proteinas es recurriendo a métodos precisos de analisis
bioquimico como secuenciacion por espectrometria de masas.

Tabla 5. Comparacion de MW y pl de los puntos determinados en este trabajo con los
MW vy pl reportados en otras investigaciones para Inhibidor Tisular de Metaloproteinasa
TIMP-2

Mw/pl
Puntos Experimental
Proteina Tebrico® Experimental (1)° (2)°
25.0-26.0/6.7-
TIMP-2 5402, 6402, 7406, 7407  25.0/7.5 25.4/6.1-6.9 7.2

a Tedricos (reportados por la base de datos NCBI NR Prot para el inhibidor tisular de
metaloproteinasa TIMP-2), b) Obtenidos en la presente investigacion (que probablemente
sean TIMP-2) y c) Caracterizados como TIMP-2 por Moura en el 2007)

De otra parte, consecuente con la identificacion de los puntos obtenidos, estan
dos puntos de proteina identificados con una cruz (figura 11 A y C). La
identificacion por punto isoeléctrico, peso molecular y posicién general en el gel
permite asociar estos puntos con las Proteinas acidas del Fluido Seminal (aSFP,
tabla 6). De las aSFP se ha establecido que participan en el mecanismo de
proteccion del espermatozoide, inhibiendo el estrés oxidativo.

Tabla 6. Comparacion de MW y pl de los puntos determinados en este trabajo con los
MW vy pl reportados en otras investigaciones para proteinas acidas del plasma seminal
Asfp

Mw/pl
Experimental Experimental
Proteina Puntos Teobrico? Q)° (2)°

aSFP 1001, 1002 13.0/5.0 10.3-12.0/4.3-4.5 13.0/4.3-5.0
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a) Tedricos (reportados por la base de datos NCBI NR Prot para las proteinas acidas
del fluido seminal aSFP), b) Obtenidos en la presente investigacion (que probablemente
sean aSFP) y c¢) Caracterizados como proteinas aSFP en plasma seminal y fluido de las
glandulas accesorias por Moura en el 2007

Dado lo anterior, es posible que la presencia de proteinas aSFP, que dan cierta
proteccién a las células espermaticas, se relacione con la viabilidad espermatica
y el potencial fecundante del semen bovino.

Perfiles electroforéticos de proteinas del plasma seminal de
toros Sanmartinero y Cebu (grupo experimental)

En la primera parte de esta investigacion los resultados evidenciaron que el semen
de toros Sanmartinero presenta mayor viabilidad y concentracion espermatica
comparado con el semen de toros Cebu. Estos parametros, aunque no predicen
eficientemente la fertilidad de un toro, establecen marcos de referencia para la
seleccion de reproductores y para el proceso de criopreservacion de material
seminal. Aunque existe evidencia de las diferencias en éstos parametros, no se
conocen aun las razones exactas por las cuales se presentan.

Los mapas electroforéticos de las proteinas de plasma seminal de toros
Sanmartinero y Cebu presentan semejanzas en cuanto a la ubicacién de muchos
de los puntos (figura 12). Los mapas electroforéticos virtuales, (geles master)
generados a partir del analisis de 27 muestras de toros Sanmartinero,
evidenciaron la presencia de 75 puntos con un rango de pls entre 3,6 y 9,8 y un
rango de pesos moleculares (Mw) entre 9,2 y 78,5 Kilodaltons (kDa). El analisis
con el programa PD Quest demostré que el 85.3 % de los puntos encontrados en

el mapa de plasma seminal de toros Sanmartinero tienen pH acido.
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Figura 12. Mapa electroforético del plasma seminal del toros Sanmartinero (virtual)
generado por el programa de analisis de imagenes PD Quest de Bio Rad®. La seccién
roja corresponde a la parte del gel que contiene las proteinas con pH basico. Las flechas
sefalan los puntos de proteinas con la mayor concentracion relativa.
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Por su parte, el analisis de los geles de plasma seminal de toros Cebu generé un
gel master con un total de 67 puntos de proteina, ubicados en un rango de pls
comprendido entre 3,95y 9,8; y un rango de pesos moleculares entre 12.3y 76.0
kDa. De éstos 67 puntos, 51 tienen pH acido (76 %) Figura 13.
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Figura 13. Mapa electroforético del plasma seminal del toros Sanmartinero (virtual)
generado por el programa de andlisis de imagenes PD Quest de Bio Rad®. La seccion
roja corresponde a la parte del gel que contiene las proteinas con pH basico. Las flechas
sefalan los puntos de proteinas con la mayor concentracion relativa.

En cuanto a los puntos de proteinas descritos en el apartado anterior, las
cantidades relativas expresadas en porcentaje de la proteina total, se puede
apreciar que en todos los grupos la cantidad relativa de estas proteinas es mayor
en plasma seminal de toros Sanmartinero, diferencia que solo es significativa
(p<0.05) en el grupo de puntos que probablemente correspondan a proteinas
BSP de 30 kDa (figura 14).
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Figura 14. Diferencias de cantidad relativa en porcentaje en grupos de puntos entre
mapas electroforéticos de plasma seminal de toros Sanmartinero y Cebu.
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En lo que respecta a los puntos que probablemente correspondan a isoformas de
clusterina (Mw 45.0 y pl 5.0-5.2), se detectaron concentraciones relativas
mayores (p<0,05) en el plasma seminal de toros Sanmartinero.

De otra parte, se encontraron 11 puntos de proteina en el mapa electroforético del
plasma seminal de toros Sanmartinero, los cuales no se detectaron en plasma
seminal de toros Cebu (figura 15). Estos comprenden pesos moleculares entre
9,2y 71,18 kDa, 3 de los cuales presentan pl mayor a 7. El punto “1001” con
peso molecular de 12 kDa y pl de 4,3 (figura 16) es el punto exclusivo de plasma
de Sanmartinero que se presenta con mayor frecuencia en las muestras
analizadas (tabla 7).
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Figura 15. Mapa electroforético de plasma seminal de toros Sanmartinero.. Los puntos
sefalados se presentaron exclusivamente en toros de ésta raza.
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Tabla 7.Pesos moleculares y puntos isoeléctricos de los puntos de proteina exclusivos
de la raza Sanmartinero. Se sefialan los puntos que aparecen con mayor frecuencia.

Punto de proteina Peso molecular (kDa) Punto isoeléctrico (pH) n
1801 69,37 4,2 7
1802 71,18 4,04 7
0304 23,22 3,60 5
0202 18,22 3,82 6
1001 12.00 4,30 11
3703 55,34 517 9
4606 48,17 5,34 7
4609 52,25 5,68 5
6503 32,06 6,11 5
8403 25,06 7,69 7
9007 9,2 8,99 10

En lo que respecta al mapa electroforético del plasma seminal de los toros Cebu,
existen 15 puntos que solo aparecen en muestras de ésta raza (figura 20). Estos
puntos tienen un rango de pl entre 4,83 y 9,8 con pesos moleculares entre 12,46
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y 73,55 kDa.
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Figura 16. Mapa electroforético de plasma seminal de

toros Cebl. Los puntos

sefialados solamente se presentaron en toros de ésta raza.
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Dos de los puntos (“3001” y “3004”) aparecen en todos los muestreos de los toros
cebu analizados, en tanto que el punto “3303” aparece en 22 de las muestras
analizadas. Siete de estos puntos (6603, 6703, 7302, 7513, 6809, 6810 y 8290)
tienen pH superior a 7 (tabla 8). Dos de estos puntos (3001 y 3204) presentaron
pl y Mw cercanos y similares a los reportados para las proteinas BSP. Segun el
mapa electroforético, la ubicacion de estos puntos en el grupo de las BSP podrian
sugerir que se trata de alguna isoforma que se expresa en toros de la raza cebu.

Tabla 8. Pesos moleculares y puntos isoeléctricos de los puntos de proteina exclusivos
de la raza Cebu. Se sefalan los puntos que se presentaron con mayor frecuencia

Punto de proteina Peso molecular (kDa) Punto isoeléctrico (pH) n

3001 16,41 4,83 26
3204 15,52 5,44 26
3607 46,80 5,23 8
3303 12,46 5,62 22
4107 13,65 6,15 12
4009 12,95 6,37 6
6322 44,71 6,56 8
6601 53,62 6,77 12
6603 54,60 7,04 10
6703 13,60 7,17 14
7302 18,53 7,67 8
7513 15,70 8,16 6
6809 73,55 7,29 8
6810 73,55 7,53 8
8290 37,19 9,09 7

Después de analizar las imagenes de los geles y determinar los puntos exclusivos
de cada raza, se compararon las cantidades relativas de los puntos que
coincidieron en los mapas electroforéticos de ambas razas. La cantidad relativa
de cada punto se determiné a partir de la densidad 6ptica obtenida mediante el
programa de analisis de imagenes, después de la digitalizacién de los geles de
poliacrilamida.

De los puntos comparados, diez presentaron diferencias significativas (p(10,05)
(Figura 17), cinco con mayor cantidad en toros Sanmartinero y cinco con mayor
cantidad en toros Cebu (tabla 9). Las cantidades relativas de los puntos
identificados como 3203, 3606, 3503, 4102 y 8301 mostraron concentraciones
relativas superiores en plasma seminal de toros Sanmartinero, mientras los
puntos 1402, 2202, 4002, 6806 y 9002, presentaron mayores cantidades relativas
en plasma seminal de toros Cebu.
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Figura 17. Diferencias significativas (p<0.05) en cantidades relativas de proteinas de
plasma seminal de Sanmartinero y Cebu. Las flechas verdes indican los puntos de
proteina que tienen mayor cantidad en Sanmartinero y las rojas sefalan los puntos con
mayor cantidad en plasma de Cebu. Los numeros que aparecen en la imagen son
asignados aleatoriamente por el programa de analisis de imagenes PD quest.

Tabla 9. Puntos de proteina que presentaron diferencia significativa (pJ0,05) cuando se
compararon las cantidades relativas de cada punto en las razas Sanmartinero (SM) y Cebu.

Cantidad relativa (%) de los puntos de proteinas (Mw/pl)

1402 2202 3203 3606 3503
raza | (28,76/4,37) | (17,4/5,01) | (16,89/5,32) | (44,55/5,10) | (35,41/5,23)
SM |1,72+0,66(1,2+0,42 |245+0,54 |445+2,01|4,85+1,82
2,92+
Cebu|2,37 £0,49(0,73 1,45+ 0,47 | 2,64 £ 0,87 | 1,60 + 0,56

Cantidad relativa (%) de los puntos de proteinas (Mw/pl)

4002 4102 6806 8301 9002
raza | (13,10/5,56) | (15,26/5,67) | (75,53/6,15) | (21,66/7,33) | (10,55/9,8)
3,38 +
SM (2,76 £0,80|1,55 3,54+0,64|3,80+1,68|3,37+1,24
2,05+
Cebu | 5,50 £ 2,23 0,64 499+1,83|2,61+0,66|5,36+1,39
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El punto “4102” (peso molecular 15,26 y punto Isoeléctrico 5,67) presenté mayor
cantidad en el plasma seminal de toros de raza Sanmartinero.

Relacién entre las proteinas del plasma seminal y la calidad
seminal.

Para determinar la relacion que existe entre la concentracién de cada punto de
proteina y las variables de calidad seminal (viabilidad, motilidad, concentracion),
se realizé una prueba de correlacion de pearson en cada una de las razas
analizadas. Los resultados muestran que, en el caso de la viabilidad espermatica
existe un punto de proteina (4104) que presenta correlaciéon positiva con la
viabilidad (r=0,64 p(10,001) en la raza Sanmartinero con peso molecular de 16,2
kDa y pl 5,5 (figura 18). En el caso de la raza Cebu, el punto de proteina 6701,
con peso molecular de 69,9 kDa y pl 6,3, evidencidé una correlacién positiva (r
=0,56 p<0,05) con la viabilidad (figura 19).
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Figura 18. Mapa electroforético de proteinas de plasma seminal de toros Sanmartinero.
Se sefialan los puntos que presentaron correlacion estadistica con la viabilidad
espermatica.
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Figura 19. Mapa electroforético de proteinas de plasma seminal de toros Cebu. Se sefialan
los puntos que presentaron correlacion estadistica con la viabilidad espermatica.

Se presentaron otras correlaciones con viabilidad con un coeficiente menor y también entre
puntos de proteinas y motilidad espermatica (Tablas 10 y 11). Asi mismo, se determiné que
hay correlaciones entre puntos de proteina de diferentes pesos moleculares.

Tabla 10. Coeficientes de correlacion entre puntos de proteina y pardmetros de
calidad seminal en plasma de toros Sanmartinero.

Coeficientes de correlacion (r)

Punto de proteina (MW y pl)

Viabilidad (%)

Motilidad (%)

Con. espermética

0304 (23,22-3,59) 0,91*
2202 (17,40-5,01) 0,42*

2602 (45,01-4,94) 0,66*
3101 (13,52-5,17) 0,40* 0,48*
3605 (44,70-5,20) -0,58*

4104 (16,20-5,49) 0,63**

5102 (14,93-5,86) -0,42*

5802 (76,0-6,00) 0,58*
6101 (14,08-6,08) 0,49*
6503 (32,06-6,11) 0,96*

6504 (42,20-6,13) -0,85* -0,94*
6801 (75,60-6,07) 0,52*

7702 (60,66-6,33) 0,87**
9202 (17,24-9,02) 0,53* 0,58"
9008 (10,55-9,80) -0,51%

*p<0.05

**p<0.001
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Tabla 11. Coeficientes de correlacion entre puntos de proteina y parametros de calidad

seminal en plasma de toros Cebu

Coeficientes de correlaciéon (r)

Punto de proteina (MW y pl) Viabilidad (%) | Motilidad (%) | Con. espermatica

1201 (12,34-4,53) 0.98**

1505 (28,70-4,08) 0.41*

2102 (13,23-4,94) -0.41*

3501 (28,50-5,12) 0.50*
3502 (28,90-5,41) 0.87*

4102 (13,89-5,73) -0.64*

4201 (14,75-5,71) -0.76*
5202 (15,04-6,09) 0.45*

6204 (14,59-6,64) 0.68*

6701 (69,91-6,34) 0.56*

7501 (24,77-7,01) 0.62*

*p<0.05

**p<0.001

De otra parte, las cantidades relativas de dos puntos de proteinas identificados
como 4104 y 4102 (figura 20), con puntos isoeléctricos de 5.5 y 5.7 y pesos
moleculares de 16.2 y 15.3, presentaron en el plasma seminal de toros de raza
Sanmartinero, una correlacion alta (0.996 p<0.05) entre ellos. ElI punto 4104
coincide con las caracteristicas de las proteinas BSP, es probable que éste punto
corresponda a una isoforma de PDC 109, y por su parte el punto 4102 por sus
caracteristicas puede corresponder a la espermadhesina Z13.
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Figura 20. Mapa electroforético virtual de proteinas de plasma seminal de toros

Sanmartinero. Se sefialan los puntos que presentaron correlacion estadistica entre si.
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Discusioén
Calidad seminal

La medicidon de las variables convencionales de calidad seminal, se constituyen
como una valoracion inicial importante en procesos de criopreservacion de semen
para inseminacion artificial. En éste trabajo, el semen de toros Sanmartinero
presentd promedios de viabilidad espermatica y concentracidén espermatica
cuando se compararon con la calidad seminal de los toros de raza Cebu. En el
2008, se reportaron promedios de viabilidad espermatica de 88,8 + 3,32% en
semen de Toros Sanmartinero (Rueda y Cardozo, 2008), semejantes a los
encontrados en el presente trabajo y tal investigacion evidencié ademas que la
viabilidad de semen de toros Sanmartinero es mayor a la presentada por toros de
otras razas criollas como Costefio con Cuernos y Romosinuano.

De igual manera, en trabajos anteriores se han reportado promedios de motilidad
espermatica y concentracion espermatica de 78 + 12,4% y 1.098 + 398,1 x 10°
spz respectivamente, resultados similares a los encontrados en éste trabajo
(Rueda, 2007; Barajas, 2009).

En los ultimos afios, la prueba de fertilizacion in vitro se ha ratificado como una
de las que mejor ayuda a predecir la fertilidad del semen bovino. Esta prueba se
relaciona en gran medida con la integridad de la membrana del espermatozoide y
por consiguiente con los porcentajes de viabilidad espermatica en una muestra
seminal. En el 2000, Alza v .liméne7 loararon evidenciar mavores norcentaies de
oocitos penetrados in v Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero y cebu
comparacion con los porcentajes obtenidos por espermatozolides de raza Cebu
(49,6% vs 38,9% respectivamente, p<0,05). Lo anterior evidencia una marcada
diferencia en cuanto a calidad seminal, diferencia que concuerda con los
resultados obtenidos en la presente investigacion y sugiere una mayor fertilidad
de los toros de ésta raza con respecto a toros Cebu.

Concentracion de proteinas en plasma seminal

En cuanto a la concentracion de proteinas totales de plasma seminal de los toros
Sanmartinero y Cebu no hubo diferencias significativas. Sin embargo, las
concentraciones encontradas fueron mas altas en comparacion con otros
trabajos. En el 2006, Mosheta encontré una concentracion promedio de proteinas
en plasma seminal de 55 toros Cebu Nelore de 21,36 mg/ml con variaciones entre
263 y 69,44 mg/ml, concentraciones significativamente menores a las
encontradas en este trabajo. De otro lado, mediante trabajos realizados en el
programa de Fisiologia y Nutricion Animal de CORPOICA, se logré determinar
una concentracion promedio de proteina en plasma seminal de 10 toros
Sanmartinero de 71,40 mg/ml (Rueda y Cardozo, 2007). Aunque las
concentraciones de proteinas determinadas en otros trabajos son mucho
menores a las presentadas en ésta investigacion, las técnicas usadas son
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diferentes en cuanto a sensibilidad. Las técnicas empleadas en los trabajos que
involucran electroforesis para separar proteinas de plasma seminal, determinan la
concentracion de proteinas mediante métodos colorimétricos (Manjunath, 1993;
Killian, 1993; Moura, 2006). En esta investigacion, la determinacion de la cantidad
de proteina en plasma seminal se realizd de forma directa midiendo la
absorbancia a 280 nm, lo cual explicaria las diferencias.

Proteinas del plasma seminal de los toros control

Cuando se analizaron los geles bidimiensionales de plasma seminal de los toros
control no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la cantidad de
puntos, cuando se usaron 100 ug de proteina en la carga inicial (79 y 74 puntos
respectivamente). Diferente a este trabajo, en 1998 Mortarino y Tedeshi
reportaron la presencia de cerca de 250 puntos de proteina en geles de plasma
seminal de 30 toros Holstein, haciendo énfasis en dos tipos de proteinas
especializadas y cuyas cantidades constituyen los mayores porcentajes de
proteina en el plasma seminal: las proteinas PDC 109 y las proteinas acidas de
fluido seminal aSFP. En el trabajo de Mortarino se explica que aumentar la carga
de proteina en mas de tres veces por gel, incrementa sustancialmente la cantidad
de puntos de proteina detectables por la técnica, especialmente de aquellos
puntos cuya expresion es muy baja, pero disminuye la resolucion en aquellos
puntos de gran concentracion e importancia como los que representan las PDC
109 y las aSFP.

En este sentido, Moura en el 2007 determiné el mapa electroforético de proteinas
provenientes del fluido de las glandulas accesorias a partir de 37 toros Holstein
que se alteraron quirurgicamente por insercion de catéteres en los vasos
deferentes, lo cual permitio la coleccion de fluido de las glandulas accesorias sin
espermatozoides o secreciones del epididimo. En dicho trabajo se detecté un
promedio de 52 puntos de proteina mediante el programa de analisis de
imagenes PD Quest®. Al comparar las imagenes de, los geles obtenidas en el
presente trabajo, con las obtenidas en el trabajo Moura, se aprecian semejanzas
importantes cuanto a la ubicacion de muchos de los puntos de proteinas.
Proteinas como BSP A1, A2, A3 y de 30 kDa, asi como grupos de clusterina,
espermadhesina Z13, proteinas acidas del fluido seminal (aSFP) entre otras, se
detectaron en los dos trabajos y se describen como algunos de los mas
importantes para la funcionalidad de la célula espermatica.

Las proteinas BSP se relacionan ampliamente con la capacitacion espermatica y
se sabe que su interaccion con el colesterol y con los residuos de colina de
fosfolipidos de membrana, media la apertura de canales idénicos que resultan en
la capacitacion espermatica. Se ha reportado que representan entre el 40 y el 50
% de las proteinas totales del plasma seminal. En la presente investigacion el
grupo de posibles BSP esta presente en todas las muestras de plasma seminal
analizadas y representa entre el 25 y 35 % de las proteinas totales, de las cuales
los puntos que posiblemente sean BSP A1 y A2 (también llamadas PDC 109)
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representan entre el 15y el 19 %. Estudios in vivo e in vitro demuestran que las
cantidades de proteinas BSP, asi como las de osteopontina, presentes en el
fluido de las glandulas accesorias se relacionan con la fertilidad en el toro y en
éste fluido representan cerca de 86% de las proteinas totales (Killian, 1993;
Ibrahim, 1999).

Por su parte, se encontraron semejanzas en cuanto a la ubicacioén en los geles
bidimiensionales (Mw y pl), de puntos anteriormente caracterizados como
Clusterina, Espermadhesina Z13, Inhibidor Tisular de Metaloproteinasa TIMP-2 y
proteinas acidas del plasma seminal aSFP.

En éste sentido, se ha determinado que la clusterina es una proteina
multifuncional con varios roles especificos. Reyes y Boilard en el 2002,
determinaron que la clusterina, contrario a las BSP, hace parte del fluido
epididimal, y encontraron ciertas cantidades en la célula espermatica. La
clusterina puede prevenir el dafio causado por el estrés oxidativo en el
espermatozoide y ademas parece estar involucrada en el proceso de
espermatogénesis, en el cual previene la lisis celular y media la distribucion de los
lipidos a través de la membrana espermatica. Ibrahim en 1999, logré determinar 3
isoformas de clusterina con un amplio rango de puntos isoeléctricos (entre 3,6 y
6) v pesos moleculares de 40, 39 y 38 kDa. Segun lo anterior, en el plasma

Discusion los toros Sanmartinero y Cebu pueden estar presentes estas
clusterinas, 1as cuales representan entre el 2.8 y 3.5% de las proteinas totales,
con pesos moleculares de 45 kDa y puntos isoeléctrico entre 5.0 y 5.2, cercano a
lo reportado por las bases de datos Internacionales y por experimentos en otras
investigaciones.

Por su parte, los puntos que posiblemente correspondan a proteinas
espermadhesinas Z13 y que se distribuyen en fila a través del gel bidimensional,
pueden ser subunidades de la misma proteina. En 1993 Killian, logré determinar
en plasma seminal de 35 toros Holstein, una proteina de 16.0 kDa y pl de 6.7, la
cual se presentaba en mayor cantidad en toros de baja fertilidad. La fertilidad se
determinoé por el éxito o fracaso de la inseminacion con 1000 dosis de pajillas
congeladas, se establecié que la proteina de 16 kDa se presentaba en mayor
cantidad y frecuencia en toros que presentaban porcentajes de éxito en
inseminacion mas bajos (inferiores al 20%), reconociendo este punto de proteina
como un factor “anti-fertilidad”. Otros trabajos hablan de una relacién entre la
cantidad relativa de la proteina espermadhesina Z13 y la actividad mitocondrial
del espermatozoide, indicando que superadas ciertas cantidades, inhibe Ia
motilidad espermatica In vitro. Sin embargo, el mecanismo detallado por el cual
se puede explicar la influencia de la espermadhesina en la actividad mitocondrial
aun requiere de mas experimentacion (Moura, 2007).

En cuanto a los puntos de proteina que coinciden con las caracteristicas de las
proteinas TIMP-2, existen semejanzas en cuanto la ubicacion de los puntos y los
pesos moleculares pero ciertas diferencias en cuanto a los puntos isoeléctricos
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tedricos, reportados en las bases de datos, y experimentales obtenidos en otras
investigaciones. Aunque la evidencia experimental muestra patrones muy
cercanos, es de aclarar que la unica forma de asegurar que se trata de éstas
proteinas es recurriendo a métodos precisos de analisis bioquimico como
secuenciacion por espectrometria de masas.

Aunque las metaloproteinasas se relacionan estrechamente con la membrana del
espermatozoide y la fusiébn de gametos, la TIMP-2 se encuentra en fluido de las
glandulas accesorias pero no en fluido epididimal, lo cual es consecuente con las
observaciones que indican que la célula espermatica adquiere la mayor parte de
su capacidad fecundante durante la eyaculacion, proceso en el que se unen los
fluidos que provienen de las diferentes glandulas que componen el aparato
reproductor del macho.

Se ha determinado que las metaloproteinasas interactuan con las barreras y
obstaculos establecidos por las células del cumulo, zona pelucida y membrana
del oocito. Las metaloproteinasas que provienen del espermatozoide, son
liberadas durante la reaccién acrosomica lo que facilita la fusion de las
membranas esperma-oocito. Al parecer, proteinas de alto peso molecular como
la clusterina de 80 kDa inhiben ciertas metaloproteinasas lo que daria lugar a un
tipo de control entre las proteinas del plasma seminal (Moura, 2007).

De otra parte, los puntos que probablemente correspondan a proteinas aSFP solo
se lograron detectar en plasma seminal de toros Sanmartinero. Se ha reportado la
presencia de aSFP en fluido de las glandulas accesorias y en plasma seminal, lo
que sugiere que estas proteinas, como la mayoria, se adhieren al espermatozoide
durante la eyaculacion. Trabajos en porcinos han determinado que las proteinas
aSFP se unen al espermatozoide eyaculado pero se pierden durante la
capacitacion espermatica, lo cual indica que, al menos en semen de cerdos, las
proteinas aSFP no participan en la interaccion esperma-oocito (Caballero et al.,
2005).

En 1993 Eispanier y Calvete encontraron que aislados de proteina de plasma
seminal contenian una proteina especifica de 13 kDa, la cual estimulaba la
division celular (lo que podria ser un nuevo factor de crecimiento) y la secrecién
de progesterona en células ovaricas cultivadas in vitro. Mediante el uso de HPLC
con columnas de fase reversa C 18, determinaron en la proteina la presencia de 4
cisteinas formando dos puentes bisulfuro entre residuos vecinos. A través de una
combinacion de isoelectroenfoque y técnicas de identificacion de grupos
especificos sulfhidrilo, se detectaron tres isoformas de aSFP, una completamente
oxidada con pl de 4.7, otra parcialmente oxidada con pl de 4.8 y una ultima
completamente reducida con pl de 5.1.

Lo anterior sugiere que la presencia de los dos pares de cisteina con diferente
reactividad en la proteina puede ser la responsable de la protecciéon del
espermatozoide bovino al dafio oxidativo, dado que posee un comportamiento
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tendiente hacia la oxido-reduccién (Tedeshi, 2000). Segun las bases de datos
internacionales, las proteinas aSFP, presentan cerca del 40% de homologia en la
secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos de la
espermadhesina Z13. Sin embargo, las aSFP con 114 aminoacidos cuentan con
4 cisteinas que forman dos puentes bisulfuro cuyo azufre puede estar
parcialmente oxidado, lo que le otorga la posibilidad de oxidarse o reducirse en
presencia de radicales, protegiendo al espermatozoide contra el dafio ocasionado
por estrés oxidativo (Anexo 6). Segun esto, es posible que la presencia de
proteinas aSFP, solo en semen de toros de raza Sanmartinero, otorguen cierta
proteccion a las células espermaticas de toros de esta raza, lo que podria explicar
en parte los mayores valores de viabilidad espermatica del semen de
Sanmartinero con respecto al semen de Cebu y podria ser parte de la razén de la
superior fertilidad de la raza criolla.

Perfiles electroforéticos de proteinas del plasma seminal de
toros Sanmartinero y Cebu (grupo experimental)

Cuando se compararon las cantidades relativas, entre razas, de los puntos de
proteina que posiblemente correspondan a proteinas BSP, Clusterina,
Espermadhesina Z13, TIMP-2 y aSFP, la raza Sanmartinero presenté mayores
porcentajes (p<0.05) en los puntos que posiblemente sean proteinas BSP de 30
kDa y en los que pueden ser clusterina.

Este grupo de proteinas BSP de 30 kDa se presentan como un conjunto de
puntos que pueden isoformas de la misma proteina. Se ha determinado que las
isoformas en agrupaciones de puntos se presentan por las diferentes
modificaciones postrasduccionales de las proteinas. En este sentido, aunque la
secuencia de la proteina puede ser la misma, los diferentes niveles de
glicosilacién y/o fosforilacion afectan el punto isoeléctrico de las proteinas y en
algunos casos éstas se presentan en series de puntos con el mismo peso
molecular pero diferentes pls.

En el 2006, Moura determind que las cantidades relativas de proteinas BSP de 30
kDa, presentaron asociaciones cuadraticas con los indices de fertilidad de 37
toros Holstein, fertilidad medida como los indices de no retorno al estro de 269
dosis seminales usadas en inseminacion artificial. Tal investigacion propuso que
la relacion entre las BSP de 30 kDa y la fertilidad puede deberse a la habilidad de
estas proteinas para modular la capacitaciéon espermatica, habilidad que esta
influenciada por una potencial interaccion con otras proteinas como la albumina,
las fosfolipasa A2 y otras proteinas del plasma seminal bovino, provenientes de
los fluidos de las glandulas accesorias. En este sentido parte de la explicacion de
una superioridad en la fertilidad del semen de raza Sanmartinero con respecto al
cebu, podria explicarse a partir de una mayor concentracion relativa (p<0.05) que
exhiben algunos puntos de proteinas, especialmente los que posiblemente
correspondan a las BSP de 30 kDa.
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Por su parte también se detectaron mayores cantidades de clusterina en plasma
seminal de toros Sanmartinero. En condiciones no denaturantes, la clusterina es
un heterodimero con peso molecular entre 75 y 80 kDa en la cual cerca del 30%
de su estructura son carbohidratos. Los analisis de la secuencia predicen que
ésta proteina contiene una region enlazada por puentes bisulfuro flanqueada por
dos subunidades que contienen tres hélices anfipaticas y dos hélices en espiral,
la cual conserva del 70 al 80% de homologia en la secuencia de diferentes
mamiferos (Wilson, 2000). La clusterina es una proteina que logra llegar al
plasma seminal desde el epididimo y parece acompafar a los espermatozoides
incluso antes de la eyaculacién (Ibrahim, 1999), lo que sugiere que ésta proteina
esta implicada en la maduracién espermatica. En el 2002, Sullivan demostré que
los espermatozoides mantenidos en fluido epididimal producido por cultivos
celulares de tejido epididimal pueden sobrevivir incluso durante dias, cuando se
adicionan en dosis de 2 x 10° espermatozoides por mililitro de fluido. En éste caso
se observd que existe una asociacidn estrecha entre la sobrevivencia
espermatica prolongada y la union de las secciones ecuatoriales y apicales de los
espermatozoides a las células epiteliales. Lo anterior sugiere que la clusterina
podria regular las funciones espermaticas antes de que el espermatozoide deje el
epididimo.

En otro aspecto, tal y como se reportd en toros control, el punto de proteinas que
posiblemente corresponda a las aSFP, solo se presentd en el plasma seminal de
toros Sanmartinero. El punto denominado “1001” con peso molecular de 12 kDa y
punto isoeléctrico de 4.3, parece ser exclusivo del plasma seminal de estos toros
en el presente trabajo.

En el 2004, Jobim y Oberst encontraron un punto de proteina de 12 kDa y pl 4,8
en geles de plasma seminal de 16 Bos Taurus adultos. Segun el estudio de
Jobim, este punto de proteina se presenté en mayor cantidad y frecuencia en el
plasma seminal de toros clasificados con alta facilidad de congelacion. El
parametro de facilidad de congelacion se midio por la tasa de eyaculados con las
caracteristicas minimas de calidad post-congelacion: Motilidad superior al 30%,
viabilidad superior al 45%, total de defectos mayores menor al 20% y defectos
menores inferior al 25 %, sugeridas por la Escuela Brasilera de Reproduccion
Animal (Belo Horizonte, Brasil). El punto de proteina de 12 kDa que se encontrd
en el trabajo mencionado, presenté una secuencia N-terminal idéntica a la
reportada para las proteinas acidas del plasma seminal aSFP. Segun lo anterior,
altos indices de congelabilidad de semen y calidad seminal post-descongelacion
pueden explicarse por la habilidad que presentan las aSFP de proteger al
espermatozoide contra el dafio en la membrana provocado por estrés oxidativo,
proveniente de la peroxidacion lipidica que disminuye sustancialmente la
viabilidad de la célula espermatica durante el proceso de criopreservacion.

El hecho de que los posibles puntos de proteinas aSFP solo se presenten en
plasma de toros Sanmartinero sugiere la posibilidad de que la calidad seminal
post-descongelacion de éste semen puede ser superior a las de toros Cebu y
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ademas puede contribuir a explicar en cierta medida la mayor viabilidad
espermatica de toros Sanmartinero, presentada en éste trabajo. Esto podria
explicar igualmente los mayores porcentajes de penetracion de oocitos In vitro
presentados presentados por la raza en trabajos anteriores (Alza y Jimenez,
2000).

Segun expuesto hasta el momento, existe la posibilidad de que el punto 1001 sea
precisamente una isoforma de la proteina aSFP. En este sentido, la presencia
exclusiva de esta proteina en el plasma seminal de toros Sanmartinero y la mayor
frecuencia de aparicion dentro de los toros analizados, lograria explicar en buena
parte una mayor viabilidad espermatica de los toros Sanmartinero, lo que
explicaria la mayor fertilidad presentada por los toros de esta raza frente a la
presentada por los toros Cebu en otros experimentos. Sin embargo, se debe
realizar la secuenciacion del punto 1001 para constatar la homologia frente a la
secuencia reportada en las bases de datos.

En caso de que el punto 1001 corresponda efectivamente a una proteina aSFP, la
presencia de ésta proteina solamente en perfiles de plasma seminal de toros
Sanmartinero, otorgaria a los espermatozoides de estos toros una mayor
proteccion frente a la peroxidacion lipidica, una de las causas mas importantes de
muerte espermatica. Se ha establecido que los parametros funcionales del
espermatozoides son afectados por las especies oxigeno- reactivas (ROS) como
el peroxido de hidrogeno (H20;) el anidon superdxido (O7) y los radicales hidroxilos
(OH) (Aitken, 1995). Estas sustancias son fuertes agentes oxidantes producidos
durante la respiracion celular, por espermatozoides anormales y/o muertos y en el
tracto genital de la hembra como respuesta inmune de las células fagocitarias
(Henkel, 2005). El hecho de que en este trabajo, las posibles proteinas aSFP solo
se expresen en plasma seminal de toros Sanmartinero, sugiere que los
espermatozoides de ésta raza poseen una proteccion adicional frente a estos
componentes degradativos que afectan la organizacion y funcion de los
componentes celulares. Aunque es solamente un espermatozoide el que llega a
fecundar el oocito, las probabilidades de que éste espermatozoide llegue intacto y
sea funcional dependen en gran medida de las condiciones del plasma seminal, y
de la proteccion que éste logre brindar a la célula espermatica. La presencia de
aSFP en plasma seminal de Sanmartiero exclusivamente indica que las
probabilidades de que los espermatozoides sean funcionales el momento de la
fecundacion son mayores frente a las del Cebu, lo que se traduce en una mayor
fertilidad.

Cuando se compararon los puntos que coinciden en los mapas electroforéticos de
plasma seminal de las dos razas, diez puntos presentaron diferencias
significativas (p<0.05) siendo cinco con mayor cantidad en Sanmartinero y cinco
con mayor cantidad en Cebu.

El punto “4102” (peso molecular 15,26 y punto Isoeléctrico 5,67) presentdé mayor
cantidad en el plasma seminal de toros de raza Sanmartinero. En el afio 2000,
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Tedeshi evidencidé la presencia de una banda de proteina de 13 kDa con una
estructura entre 40 y 50% similar a una proteina aSFP, la cual purificada
presentaba la capacidad de unirse al espermatozoide bovino por su afinidad con
la heparina. Tedeshi encontré que en condiciones no reductoras, la banda que
contiene esta proteina se presentd6 como un dimero de 26 kDa, la cual se
convierte en mondémero de 13 kDa cuando se somete a condiciones
desnaturalizantes. Aunque es probable que la proteina nativa funcional sea el
dimero de 26 kDa, el nombre que se dio a esta proteina fue Espermadhesina
Z13, por su peso molecular y su capacidad de adherencia a la célula espermatica.
Aunque la purificacién y ensayos de funcionalidad de la proteina se hicieron hasta
el 2000, en 1993 Kkillian ya habia reportado la presencia de dos proteinas
relacionadas con capacitacién espermatica, una de ellas con caracteristicas
similares a la espermadhesina Z13, las cuales se presentaron en mayor cantidad
y frecuencia en toros de raza Holstein con altos indices de fertilidad.
Posteriormente, se reportd que precisamente la Espermadhesina Z13, cuyo peso
molecular y punto isoeléctrico tedrico son cercanos a los obtenidos en la bresente
investigacion (tabla 4), ti Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero y cebu
el espermatozoide, participanao en 10S procesos ae motulgaa y capacitacion
espermatica (Tedeshi, 2000). Asi mismo, se ha reportado que espermatozoides
incubados in vitro con ésta proteina purificada, disminuyen sustancialmente su
motilidad masal e individual (Moura, 2006), cuando la dosis de proteina
adicionada es muy alta. La regulacion de la motilidad estd estrechamente
relacionada con la regulacion de la capacitacion en diferentes partes del oviducto
y parece ser que no es la unica proteina que interviene en éstos procesos
modulatorios.

Proteinas de plasma seminal y calidad seminal

El analisis de correlacion determiné que el punto denominado como’4104”,
presentd el mas alto coeficiente de correlacion de todos los puntos analizados,
probablemente corresponda a una proteina perteneciente al grupo de las BSP. La
caracterizacion de las proteinas BSP ha determinado que experimentalmente
tienen peso molecular de 16,8 y punto isoeléctrico de 5,1, valores que pueden
variar de acuerdo a los grados de glicosilacion (Manjunath, 2010). El presente
trabajo evidencia valores similares en cuanto a los dos parametros (16,2 y 5,5
respectivamente) lo que sugiere que éste punto muy posiblemente haga parte de
ésta familia de proteinas. La familia de las BSP tiene pesos moleculares
relativamente bajos (12-30 kDa), y pueden tener diferentes grados de
glicosilacion e incluso en ocasiones se han encontrado sin glicosilar (Gwathmey,
2003). Manjunath, en 1993 logr¢ identificar cuatro proteinas designadas como
BSP A1, BSP A2, BSP A3 Y BSP 30KDa. Después de determinar su estructura,
las BSP A1y A2 se designaron como proteinas PDC 109, las cuales son las mas
abundantes dentro de las proteinas del plasma seminal bovino. Las PDC 109 son
polipéptidos de 109 aminoacidos formados por dos dominios de fibronectina tipo Il
precedidos por un dominio N-terminal en el residuo 23. Se ha determinado que la
cadena peptidica de las PDC 109 esta alineada en dos pliegues beta
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antiparalelos que se extienden perpendicularmente, y dos espirales irregulares
que soportan un sitio hidrofébico. Los dominios de fribronectina demuestran una
habilidad especial para unirse a los lipidos (Sanchez, 2004).

Se ha evidenciado que la fibronectina tipo Il tiene afinidad para unirse, entre
otras, a moléculas de heparina y colageno por el dominio N-terminal. Se conoce
que la heparina es un inductor de la capacitacion y de la reaccién acrosémica, lo
cual promueve la idea de un papel importante de las proteinas PDC-109 en la
regulacion de la capacitacién. En el 2004, la industria biotecnolégica desarrolld
una prueba de fertilidad en toros basada en la presencia o ausencia de una
proteina que se encuentra en toros de fertilidad superior (McCauley y Dawson G,
2004). Esta prueba usa anticuerpos monoclonales para reconocimiento de
proteinas de la familia HBPs (Heparine Binding Proteins) que para algunos
constituye uno de los mas importantes factores en la fertilidad del espermatozoide
bovino. En esta prueba, el plasma seminal se adiciona a un dispositivo que
contiene el anticuerpo, y la presencia de esta proteina, superior a una
concentracion determinada es indicada por una linea que aparece en una
pequefa pantalla del dispositivo, mecanismo similar a las pruebas de embarazo
convencionales. Aunque las caracteristicas especificas en cuanto a estructura y
funcion de estas proteinas permanecen ocultas por efectos de produccion, la
afinidad con la heparina proporciona una idea sobre su estructura y sobre la
posibilidad de que, en efecto, se trate de proteinas PDC 109 o BSP de 30 Kda.
Entre otras funciones, se ha encontrado que las proteinas PDC 109, promueven
la union del espermatozoide al epitelio del oviducto, formando reservorios
espermaticos en la superficie de las células epiteliales oviductales, por interaccion
con residuos de fucosa. Los espermatozoides depositados en el tracto
reproductivo de la hembra son atrapados en el segmento inicial del oviducto por
interaccion con las células epiteliales, manteniendo la viabilidad y la motilidad del
espermatozoide hasta la ovulacion mediante la regulacion de la capacitacién, y
previniendo la poliespermia por cuanto solo permite que un pequefio numero de
espermatozoides alcance al oocito (Yanagimach., 1994).

De otra parte, existe evidencia de que las proteinas PDC 109 promueven el flujo
del colesterol en los espermatozoides bovinos, lo cual confiere un papel
importante en la regulacion de la capacitacion (Therien, 1999). En el epitelio
oviductal, la albumina y residuos de fucosa se adhieren a la membrana
espermatica en la formacion de los reservorios oviductales, especificamente a las
proteinas PDC 109, que por su parte tienen afinidad por los residuos de colina de
los fosfolipidos de la membrana espermatica.

De otro lado, en el mapa electroforético de proteinas del plasma de Sanmartinero,
las cantidades relativas de un punto de proteina senalado con el numero “31017,
cercano al anterior (con peso molecular de 13,52 y pl 5,17), que probablemente
también pertenezca a la familia de las proteinas BSP, presentaron coeficientes de
correlacion de 0,40 y 0,48 (p<0.05) con la motilidad y la concentracion
espermatica respectivamente. La idea de que este punto de proteina corresponda
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a un tipo de BSP, no solo se apoya en la posicion del punto en el gel (peso
molecular y punto isoeléctrico) sino ademas en la relacion que se logro
determinar con éstos parametros de calidad seminal.

En el 2008, se logroé determinar los patrones de adhesién de las proteinas PDC-
109 (BSP A1 y A2) al espermatozoide bovino mediante inmunocitoquimica y
microscopia laser (Souza et al., 2008). Los resultados demostraron que la
adhesion de proteinas fue mayor en la parte media de la célula espermatica,
region en la cual se localizan las mitocondrias (Anexo 7). Se sabe que existe una
relacion entre la actividad mitocondrial y la motilidad espermatica por cuanto la
energia necesaria para el movimiento espermatico proviene precisamente de las
mitocondrias.

La inmunofluorescencia intensa en la pieza media del espermatozoide, mayor que
en otras regiones, sugiere una relacion cercana con la estimulacion de la
actividad ATP-asa en la membrana del espermatozoide, lo cual puede tener
relacion con la activacion de la hipermotilidad en la capacitacion. En
consecuencia, es posible que las proteinas PDC-109 tengan un papel multiple en
la preparacién del espermatozoide para la fertilizacion, ayudando a mantener la
viabilidad espermatica y simultaneamente regulando la motilidad espermatica
antes y después de la capacitacion.

Contrario al plasma seminal de sanmartinero, un punto de proteina de MW 13.2
kDa y pl 4.9, identificado como 2102, presentd correlacion negativa (r= 0,41
p<0,05) con la viabilidad espermatica en semen de toros Cebu. Este punto al
parecer corresponde a la BSP A3. Las proteinas BSP A3 tienen la misma
secuencia de las PDC 109, pero no presentan glicosilacion, por lo cual presentan
un peso molecular menor (Anexo 8). Gatheway y Manjunath, en el 2003, lograron
evidenciar que, en presencia de fluidos oviductales, las proteinas BSP A3, asi
como las BSP de 30 kDa, aumentan el indice de adhesion de los
espermatozoides al epitelio oviductal, sin embargo un exceso de BSP A3 en
solucién puede inhibir ésta interaccion celular, a través de la inhibicion
competitiva por dosis, posiblemente por la ausencia de glicosilacion en las PDC
109. Se ha demostrado que la ausencia de glicosilacion aumenta el potencial
negativo en la superficie de la célula espermatica, lo cual hace que las proteinas
BSP A3 se muestren menos efectivas al estimular el flujo de colesterol y
fosfolipidos en la membrana plasmatica durante la capacitacién (Therien, 1999).
Desde éste punto de vista se podria explicar la relacidon negativa existente entre
las cantidades relativas de un punto que presumiblemente es una proteina BSP
A3y la viabilidad espermatica menor en toros de raza Cebu.

De otra parte, las cantidades relativas de dos puntos de proteinas identificados
como 4104 y 4102 con puntos isoeléctricos de 5.5y 5.7 y pesos moleculares de
16.2 y 15.3, presentaron en el plasma seminal de toros de raza Sanmartinero,
una correlacion alta (0.996 p<0.05) entre ellos. En el 2009, Barajas encontré un
punto de proteina en plasma seminal de toros Sanmartinero. Este tuvo un peso
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molecular de 15,46 con pl de 5, 51 y presentd una correlacién positiva con la
viabilidad espermatica (r=0,51 p< 0,001), de forma similar a el punto 4104 que se
logré identificar en la presente investigacion. El punto 4104 coincide con las
caracteristicas de las proteinas BSP, es probable que éste punto corresponda a
una isoforma de PDC 109, y por su parte el punto 4102 por sus caracteristicas
puede corresponder a la espermadhesina Z13. La relacidon existente entre dos
proteinas de bajo peso molecular, de las cuales se ha demostrado que tiene
relacion con la capacitacion espermatica (Therien, 1999; Manjunath, 1999; Moura,
2006; Moura, 2007), plantea la posibilidad de un mecanismo de regulacién entre
proteinas. Las espermadhesinas se han detectado en diferentes especies (cerdo,
caballo, toro y carnero), su funcién y patrones de actividad biologica, asi como
las variaciones en secuencia y grados de glicosilacion, sugieren que
subpoblaciones de espermadhesinas pueden unirse directamente a los lipidos de
la membrana plasmatica de forma similar a las proteinas BSP.

Se ha demostrado que espermadhesinas purificadas pueden inhibir la union de
los espermatozoides a la zona pelucida (Calvete, 1996). De otro lado, la afinidad
de las espermadhesinas por galactosidos y heparina y la capacidad de union al
capuchon acrosomal durante la eyaculacion, sugieren una participacion activa y
fundamental en los procesos de regulacion de la capacitacion espermatica.
Algunos trabajos han descrito que las espermadhesinas ligadoras de heparina
hacen parte de un complejo que inhibe la motilidad espermatica dandole a las
espermadhesinas una funcidn anti-motilidad, similar a las proteinas BSP. Las
semejanzas entre las funciones biolégicas de las proteinas BSP vy
espermadhesinas, ademas de su capacidad ligadora de heparina, pueden
explicar la alta correlacidn que presentan los dos puntos.

En investigaciones anteriores (Barajas, 2009), se encontré un punto identificado
como “1441” con peso molecular 28,2 y pl 4,17, con caracteristicas muy similares
a los puntos encontrados en éste trabajo que pueden ser proteinas BSP de
30kDa. El trabajo de Barajas logré evidenciar que éste punto presentd una mayor
cantidad relativa en mapas electroforéticos de plasma seminal colectado en
épocas de lluvia, sefalando la posibilidad de que efectos de proteccion contra
estrés térmico por frio.

Conclusiones

La presente investigacion evidencio diferencias importantes en cuanto a calidad
seminal, perfiles proteicos y cantidades relativas de proteinas expresadas en el
plasma seminal de toros Sanmartinero y Cebu, mantenidos bajo las mismas
condiciones de alimentacion y manejo. Las muestras seminales de toros
Sanmartinero presentaron mayores valores de viabilidad y concentraciéon
espermatica, resultados que corroboran los hallazgos de los estudios de fertilidad
in vitro, realizados con anterioridad usando toros de las mismas razas.
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La concentracion de proteinas en plasma seminal de las dos razas, aunque no
presentd diferencias significativas, demostré un comportamiento lineal en semen
de toros Sanmartinero mientras en Cebu se evidencié un aumento progresivo a
través de los muestreos.

En cuanto a los perfiles electroforéticos, en el plasma seminal de los toros
evaluados se logro identificar grupos de puntos que coinciden con las
caracteristicas de proteinas especificas reportadas en investigaciones
internacionales. Proteinas como las BSP A1, A2, A3; BSP de 30 kDa, Monomeros
de Clusterina, Espermadhesina Z13, se identificaron en los perfiles de las dos
razas, mientras que las proteinas aSFP solo se detectaron en semen de toros
Sanmartinero. Estas ultimas proteinas pueden ser responsables, en parte, de la
superior viabilidad que presentd el semen de Sanmartinero, dado que su
estructura y actividad biolégica se ha relacionado con la proteccion del
espermatozoide ante el estrés oxidativo.

La comparaciéon de los perfiles electroforéticos de plasma seminal de las dos
razas evidencié la presencia de 75 puntos en Sanmartinero y 67 en Cebu, en su
mayoria de pH acido y de los cuales 11 puntos son exclusivos de toros
Sanmartinero y 15 exclusivos de Cebu. De los puntos comunes, uno presento
cantidad superior en Sanmartinero (Mw 15.3 y pl 5.7), que coincide con las
caracteristicas de la espermadhesina Z13, cuya actividad biolégica se relaciona
con la regulacion de la capacitacion espermatica y la interaccion con la zona
pelucida, lo cual puede contribuir a explicar la fertilidad superior de los toros
Sanmartinero reportada por otros investigadores.

El punto de proteina de peso molecular 16.2 y pl 5.5, present6 una importante
correlacion (r=0.64 p<0.001) con la viabilidad espermatica de los toros
Sanmartinero. El peso molecular y punto isoeléctrico de este punto de proteina,
coinciden con los de las proteinas BSP A1/A2, ampliamente caracterizadas y
cuya funcion biolégica esta relacionada con la regulacion de la capacitacion
espermatica y, en algunas especies, parece tener efecto de proteccién y
recuperacion de la membrana espermatica en el proceso de criopreservacion. Es
posible que el uso de estas proteinas especificas como aditivo en medios de
criopreservacion, contribuya al aumento de la viabilidad post descongelacion del
semen bovino.

Por ultimo, se encontré una alta correlacion entre el punto que posiblemente
corresponda a una proteina BSP A1/A2 y el que coincide con las caracteristicas
del la Espermadhesina Z13, lo que sugiere que entre éstas dos proteinas existe
un efecto sinérgico de regulacién, que probablemente este mediando los
procesos de capacitacion espermatica. Esta relacion podria resultar en un
complejo proteico que asegure que la célula espermatica no llegue a capacitarse
de forma prematura.
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Recomendaciones

En el trabajo se pretende encontrar proteinas del plasma seminal relacionadas
con la integridad de la membrana plasmatica del espermatozoide de toros Cebu y
Sanmartinero sometidos a criopreservacion. Aunque la viabilidad espermatica es
un parametro de calidad seminal y no de fertilidad, los futuros trabajos
protedbmicos que involucren semen bovino podrian ser relacionados con pruebas
de fetilidad in vitro e in vivo, de manera que se logren establecer correlaciones
entre proteinas especificas y fertilidad en bovinos. Asi mismo, la cantidad relativa
de proteinas especificas o grupos de proteinas pueden usarse para establecer
modelos de prediccion de la fertilidad que puedan disminuir el tiempo que
requiere la seleccion de un macho reproductor e incluir estos modelos en
programas de mejoramiento del hato bovino.

De otro lado, la determinacién y caracterizacion de proteinas especificas del
plasma seminal y la membrana espermatica de espermatozoides bovinos,
relacionadas con el potencial protector contra estrés térmico y oxidativo, podrian
ser aisladas, purificadas y usadas para la elaboracién de aditivos de uso potencial
en protocolos de criopreservacion.
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Capitulo 3

Efecto de la adicidn de proteinas del plasma seminal en
la integridad de la membrana de espermatozoides de
toros sanmartinero y cebu sometidos a criopreservacion

Resumen

Esta investigacion evalua el efecto de la adicion de proteinas del plasma seminal
bovino, en la reversion del dano en la membrana espermatica provocado por la
criopreservacion. Se midié6 la viabilidad post-descongelacion de pajillas
congeladas con medio citrato-fructosa y medio comercial Bioxcell®,
descongeladas e incubadas con diferentes cantidades de fracciones de plasma
seminal, obtenidas mediante cromatografia de exclusion. La electroforésis
bidimensional confirmd la presencia de siete puntos (peso molecular de 14-16
kDa y punto Isoeléctrico de 5.0 - 5.5) en las fracciones contenidas entre los tubos
20-25 de la separacién cromatografica. Las caracteristicas de tres puntos
coinciden con las reportadas internacionalmente para proteinas BSP. La
incubacion de espermatozoides con proteinas contenidas en las fracciones 20-25,
demostré que la viabilidad esparmatica post descongelacion aumenta 20%
cuando se usan dosis de 1 a 1.5 mg/ 10° en espermatozoides, previamente
congelados con medio citrato fructosa y 25% cuando se usan dosis de 0.5 mg/10°
espermatozoides congelados con medio Bioxcell®, indicando un efecto de
reversion del dafio ocasionado por los procesos de criopreservacion, efecto que
depende del medio usado para la congelacion. Las diferencias en los porcentajes
de reversion de espermatozoides de Sanmatinero y Cebu, evidenciaron que
éstos fueron mas altos en toros Sanmartinero (18%) que en Cebu (6.8%). Aunque
el efecto de recuperacion de la membrana depende de factores como la dosis, el
medio crioprotectante y la raza, estos hallazgos contribuyen al desarrollo de
protocolos que incluyan proteinas del plasma seminal para criopreservar semen
bovino.

Abstract

This research evaluates the effect of bovine seminal plasma proteins, in the
reversion of sperm membrane damage, caused by cryopreservation. We
measured post-thaw viability of frozen straws of citrate-fructose medium and
commercial Bioxcell®. The straws were thawed and incubated with different doses
of seminal plasma fraction obtained by exclusion chromatography. Two-
dimensional electrophoresis confirmed the presence of seven spots (molecular
weight 14-16 kDa and Isolelectric point 5.0-5.5) in 20-25 tubes from exclusion
chromatography. The features of three points coincide with those reported
internationally as BSP proteins. Incubation of spermatozoa with proteins contained
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in fractions 20-25, showed that sperm viability increased 20% when using a dose
of 1.5 mg / 10° sperm, frozen by citrate-fructose medium 25% when used in doses
of 0.5 mg/10° sperm, frozen by Bioxcell® medium, indicating a medium-dependent
reversal effect of damage caused by cryopreservation process. The differences
between the percentages of reversal damage sperm in Sanmatinero and Cebu,
showed that they were higher in Sanmartinero bulls(18%) than in Cebu ones
(6.8%). Although the effect of recovery of the membrane depends of factors such
as dose, the type of cryopreservation medium and breed, these findings contribute
to the development of protocols that include seminal plasma proteins to
cryopreserve bovine semen.
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Introduccion

El plasma seminal bovino es una mezcla de secreciones provenientes de
diferentes partes del aparato reproductor del macho. Se sabe de componentes
(carbohidratos, lipidos, proteinas y minerales) presentes en el plasma seminal,
que influyen en la capacidad fecundante del semen y pueden explicar la
presencia de toros mas fértiles que otros. El estudio de estas macromoléculas ha
promovido el desarrollo de marcadores moleculares para identificar animales con
alto potencial fecundante y hoy en dia representa una de las formas para
adelantar el mejoramiento genético en animales de granja (Nauc et al., 2000).

Dentro de este conjunto de macromoléculas estan las proteinas, de cuyas
funciones, estructuras y mecanismo de sintesis, se han arrojado algunos
resultados en cuanto al hallazgo de marcadores moleculares para seleccién de
reproductores de alta fertilidad, y el uso en el proceso de criopreservacion, de
proteinas funcionales que permitan incrementar la viabilidad espermatica
postdescongelacion (Killian, 1993; Barrios, 2000; Moura, 2006). Es asi como
durante los ultimos 25 afios se ha realizado una importante cantidad de trabajos
enfocados al estudio de la estructura y funcién del conjunto de proteinas de
plasma seminal, que estan involucradas en diferentes aspectos fisioldgicos en los
que se ve envuelta la célula espermatica durante su paso por el tracto genital de
la hembra (Manjunath y Sairam, 1987; Manjunath, 1993; Killian 1993; Einsapnier,
1994; Calvete, 1996; Gwathmey, 2003; Moura, 2006)

En el plasma seminal existen proteinas de especial importancia en la funcion
fecundante del espermatozoide. Dado que el espermatozoide no posee
capacidad fertilizante al momento de la eyaculacién sino que la adquiere durante
el transito a través del tracto genital de la hembra, algunas de las proteinas
contenidas en el plasma seminal, deben unirse a la célula espermatica gracias a
su afinidad con los lipidos presentes en la membrana plasmatica, provocando una
reconfiguracion en la estructura de la misma, proceso conocido como
capacitacion. Algunos trabajos se han dirigido a un grupo de proteinas acidas del
plasma seminal llamadas proteinas BSP (Bovine Seminal Plasma) las cuales se
adsorben a la membrana plasmatica del espermatozoide y tienen un papel crucial
en la capacitacion (Manjunath, 1987; Calvete, 1996; Gwathmey, 2006; Manjunath,
2009) . Estas proteinas, que son secretadas por las vesiculas seminales
(Desnoyers et al., 1994), estan bien caracterizadas con respecto a sus
propiedades bioquimicas y estructurales.

Las proteinas del plasma seminal bovino han sido separadas y usadas como
posibles agentes protectores del espermatozoide contra el estrés oxidativo. Estas
proteinas se han purificado a mediana escala, y se ha encontrado que se
relacionan estrechamente con la proteccion de la membrana del espermatozoide
(Calvete et al.,1996). Proteinas como las PDC 109 (también llamadas proteinas
BSP A1, A2 y A3) y las Proteinas acidas del Fluido seminal (aSFP) se purificaron
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mediante el uso de cromatografia liquida a partir de plasma seminal bovino
completo. El uso de proteinas BSP como aditivos protectores en semen bovino se
fundamenta en su abundancia y funcion. Se ha indicado que las proteinas BSP
inducen la modificacién lipidica que sufre la membrana plasmatica del
espermatozoide durante la capacitacion, proceso que ademas involucra proteinas
como la albumina presente en gran cantidad en los fluidos ampulares y
oviductales, e interacciones con fosfolipidos y colesterol (Ibrahim, 1999).

Las proteinas BSP, ademas median la unidon del espermatozoide al epitelio
oviductal en el tracto genital de la hembra, preservando la motilidad y la viabilidad
espermatica en las criptas del oviducto, antes del encuentro con el oocito, lo que
se puede considerar como un efecto anti-capacitante. Durante la capacitacion, el
espermatozoide deja las criptas del oviducto para continuar su camino hacia el
ovulo. lo que implica la interaccion de las BSP (en la superficie del
Capitulo 3  »ide) con la albumina de los fluidos ampulares y oviductales. La
albumina retira las proteinas BSP y estas a su vez retiran el colesterol abriendo
los canales idnicos y dando lugar al proceso de capacitacion, en un efecto
considerado como capacitante (Manjunath y Therien, 2002). Lo anterior indica
que las proteinas BSP representan un mecanismo protector y desencadenante de
la capacitacion, regulado en gran parte por condiciones de los fluidos oviductales
y que se relaciona estrechamente con la fertiidad y la proteccion del
espermatozoide.

Aunque la composicion y cantidad de proteinas de plasma seminal varia segun la
especie, se ha demostrado que la incubacion de espermatozoides in vitro con
proteinas de plasma seminal, puede prevenir y contrarrestar los efectos
deletéreos que se manifiestan en las células espermaticas luego de ser
sometidas a choques térmicos o al proceso de criopreservacion, ademas de
prevenir y revertir la capacitacion prematura, lo cual disminuye la habilidad
fertilizante del semen (Cross, 1993).

La idea de que el plasma seminal posee factores regulatorios de la capacitacion,
han llevado a realizar trabajos de caracterizaciéon, asilamiento, purificacion y uso
en ensayos biolégicos de proteinas especificas cuya estructura y funcion ha sido
descrita previamente. La incubaciéon de espermatozoides ovinos con proteinas
purificadas por métodos no denaturantes han confirmado la adsorcion de
importantes proteinas, las cuales revierten los efectos dafinos en
espermatozoides expuestos a medios deterergentes o incluso sometidos a
choques térmicos por bajas temperaturas (Ollero et al., 1997). En este sentido, se
ha determinado que una fraccion de plasma seminal (denominada fraccion 6)
separada por cromatografia de exclusion, y que contenia proteinas especificas
del plasma seminal, demostré tener efectos de proteccion y recuperacion en
espermatozoides ovinos sometidos a choque térmico por frio (Barrios, 2000). El
trabajo de Barrios evidencié que espermatozoides ovinos sometidos a choques
térmicos e incubados in vitro con algunas proteinas del plasma seminal, sufren
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modificaciones en la superficie de una célula dafada. recunerando sus
caracteristicas funcional Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero v cebu
Segun lo anterior, es posible que el uso de aditivos a base de proteinas del
plasma seminal, logre revertir en parte los dafios causados por los procesos de
criopreservacion en espermatozoides de toros criollos Sanmartinero y Cebu. Por
esta razon, el objetivo del presente estudio se enmarca en la evaluacion del
efecto de recuperacion que pueden presentar los espermatozoides de toros de
razas Sanmartinero y Cebu, al ser incubados con fracciones especificas de
plasma seminal que contienen proteinas de pesos moleculares equivalentes a los
reportados para proteinas BSP A1, A2 y A3.

Materiales y métodos

Unidades experimentales

Esta investigacion se adelantdé con pajillas de 10 toros de la raza criolla
Sanmartinero y 10 de la raza Cebu. Los animales permanecieron en el centro de
investigacion La Libertad, ubicado en la ciudad de Villavicencio en el
departamento del Meta. Los toros seleccionados tenian entre 3 y 4 anos de edad,
y permanecieron siempre en adecuadas condiciones de salud, bajo condiciones
de pastoreo en praderas de Brachiaria decumbens.

El semen se colectd por electroeyaculacion, determinandose los parametros
convencionales de calidad seminal como viabilidad, motilidad y concentracién
espermatica. La concentracién espermatica se determind mediante el método
espectrofotométrico usando un Spermacue Minitube®. La viabilidad espermatica,
asumida como la integridad de la membrana, se determind por el conteo de
espermatozoides sometidos a una tincién diferencial Carboxifluoresceina-ioduro
de propidio (Harrison y Vickers, 1990). en la cual se diferenciaron los
espermatozoides con membrana integra (color verde) de los que presentaron
mebrana espermatica dafiada (color rojo) bajo microscopio de fuoresencia. La
motilidad individual se determindé mediante el analisis visual de una alicuota de 8
microlitros (uL) bajo un microscopio 6ptico con objetivo de 40x, teniendo en
cuenta solo los espermatozoides con movimiento progresivo en varios campos
opticos.

Criopreservacion del semen

La criopreservacion del semen realizé mediante dos métodos: Citrato-fructosa
con yema de huevo y un medio comercial para congelacion (Bioxcell®, IMV
Francia).

Todas las dosis seminales se elaboraron a una concentracién de 35 x 10°
espermatozoides por dosis y se desecharon aquellas que no tenian un minimo de
motilidad individual progresiva de 40 % post descongelacion, después de 48
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horas. El medio de criopreservacion citrato-fructosa se prepard usando citrato de
sodio 29 g/L, fructosa en 12,5 g/L, penicilina en 500 Ul, 1 mg de estreptomicina y
yema de huevo en la fraccién A del diluyente, mientras la fraccién B se preparé
con 86% de la fraccion A 'y 14% de glicerol. La disminucion de la temperatura se
hizo de forma progresiva de 20°C a 5°C a razén de 1 °C por minuto. Alcanzada la
temperatura de 5°C, se adiciond6 glicerol, y se mantuvo el semen en refrigeacion
durante 4-6 horas. Las pajillas se llenaron y sellaron con ayuda de una maquina
selladora y se introdujeron en termos de nitrégeno liquido hasta el momento de su
utilizacién. La congelacién con el medio comercial Bioxcell® se realizé de las
misma forma reemplazando las fracciones A y B de citrato-fructosa por las
fracciones 1y 2 del Bioxcell® comercial. El descenso gradual de la temperatura,
asi como los tiempos de refrigeracién se realizaron de la misma manera con
ambos medios.

Coleccion de plasma seminal y cuantificacion de proteinas

El plasma seminal se obtuvo por centrifugacién del semen a 10.500 g durante 5
minutos a 4°C. El sobrenadante se centrifugd de nuevo en las mismas
condiciones y el nuevo sobrenadante obtenido se filtr6 mediante una membrana
Millipore 6V de 0,22 um. Al filtrado se le adicioné fenilmetilsulfonil fluoruro 5uM
como agente inhibidor de proteasas y se guardé a -20°C hasta su uso.
Posteriormente se realizdé la cuantificacion de proteinas de las muestras de
plasma seminal mediante métodos espectrofotométricos a través de un
miniespectrofotometro nanodrop, usando el coeficiente de absortividad molar ([7)
de la albumina sérica bovina BSA (0,667 para el equipo especifico).

Cromatografia de exclusién por tamafo

Las muestras de plasma seminal se filtraron por centrifugaciéon con
microconcentradores ultra Amicon de 3 kDa (Millipore®). Las proteinas filtradas se
separaron mediante cromatografia liquida de baja presion (Barrios, 2000) con el
uso de un cromatégrafo BioLogic LP de Bio Rad con colector de fracciones
(Anexo 9). Los procesos de separacion cromatografica se llevaron a cabo en el
laboratorio del Grupo de Investigacion en Biomoleculas de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Pamplona.

La separacion de las proteinas se realiz6 en funcidn de su peso molecular
mediante filtracion por gel (cromatografia de exclusion). Lo anterior se llevo a
cabo con una matriz polimerica de Sephacril S-100 (lavada con NaOH 0,1 M y
desgasificada al vacio) como fase estacionaria y buffer fosfato 0,05 M pH 8.0 en
NaCl como fase movil. EI NaCl se uso6 para evitar interacciones iénicas entre el
eluyente y las matriz polimérica de separacién. Se adicioné 1 ml de plasma
seminal que contenia cerca de 160 mg de proteina a un sistema abierto con una
columna de 100 cm de largo y 1 cm de didmetro interno de volumen total de 79
ml, para colectar fracciones separadas en tubos de 10 ml a flujo de 0,25
ml/minuto.
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Se colectaron 50 fracciones en total, cada fraccion con volumen de 4 ml y en
todas se midié la concentracion de proteina mediante el uso de Nanodrop,
empleando el coeficiente de absortividad molar de 0,66. Las fracciones del
plasma obtenidas de la cromatografia se concentraron a través de una celda de
ultrafiltracién Amicon (Millipore®), con corriente suave de nitrégeno (Anexo 10).
Una vez concentradas, se filtraron de nuevo en microfiltros de 3 kDa para eliminar
las sales y se sometieron a liofilizacion durante 24 horas, luego de las cuales se
almacenaron a -20 °C.

Electroforesis unidimensional

La separacion electroforética en una dimension se realiz6 con base al peso
molecular. Esta se hizo en minigeles, con un gradiente de concentracion lineal de
poliacrilamida de 10% a 20%. Ademas de la poliacrilamida, los geles se
prepararon usando 2,8 microlitros de N,N,N,N Tetrametil-etilendiamina (TEMED),
Persulfato de amonio (APS) 1% y Buffer Lower pH 8.8 con dodecilsulfato de sodio
(SDS) 10% y Acido etilendiltetraminoacético (EDTA) 0,5 M. Se cargé 30
microgramos de proteina total en cada pozo del gel y la separacién se hizo en
una camara de electroforesis vertical Miniprotean cell de Bio Rad a 85 voltios
durante 180 minutos.

Electroforesis bidimensional

La separacion en 2 dimensiones se llevé a cabo primero por puntos isoeléctricos
mediante una camara de isoelectroenfoque IEF protean de Bio Rad y con el uso
de tiras de pH inmovilizado en gradiente (IPGs) con 8 cm de largo y un rango de
pH de 4 a 7. Las tiras se hidrataron de forma pasiva (toda la noche) usando un
buffer con anfolitos para alcanzar el punto isoeléctrico, y tributilfosfina (TBP). En
cada tira se usaron 100 microgramos de proteina total.

La segunda dimension se realizé en minigeles con un gradiente de poliacrilamida
de 10% a 20%. Las tiras se fijaron a los geles mediante agarosa al 1% y azul de
bromofenol a 2%. La separacién por peso molecular se hizo en una camara de
electroforesis vertical Miniprotean cell de Bio Rad a 85 voltios durante 180
minutos.

Adicion de las proteinas separadas a semen criopreservado

Las proteinas del plasma seminal de toros Sanmartinero y Cebu se separaron
inicialmente por electroforesis bidimensional seguida de una cromatografia de
exclusion. Las fracciones obtenidas, que contenian las proteinas de interés, se
adicionaron a espermatozoides provenientes de semen criopreservado en pajillas.
Se incubaron 1 x 10° células con la fraccion especifica de proteinas del plasma
seminal, eluida por cromatografia de exclusién. Se usaron dosis de 0,51, 1,5y 2
mg de un concentrado de proteinas obtenido de las fracciones 20-25,



68 Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero y cebu

resuspendidas en medio MHTF. Adicionalmente se usaron dos controles: MHTF
sin proteinas como control negativo y plasma seminal completo como control
positivo, para un total de 5 tratamientos. La incubacion se realizé a 37 °C durante
1 hora.

Finalizada la incubacién, se midi6é la viabilidad espermatica mediante el método
del ioduro de propidio-diacetato de carboxifluoresceina (Harrison y Vickers, 1990).
Para lograr esto, la muestra seminal se diluyé6 en MHTF (1:500) y se adicion6
diacetato de carboxifluoresceina (10 yM en agua destilada) y ioduro de propidio
(7,3 M en DMSOQO). Posteriormente se adiciond formaldehido 1,7 mM para la
inmovilizacion de las células con objeto de lograr una mejor observacion.
Posteriormente la muestra se incub6 a 37°C durante 15 minutos y se colocaron 8
microlitros de la muestra sobre una lamina portaobjeto para luego hacer la
observacion con objetivo 40x en un microscopio con iluminacion epifluorescente
por medio de los filtros estandar para fluoresceina.

Se contaron 200 células por alicuota, los espermatozoides tefiidos de color verde
se consideraron viables. El color verde se debe a que, el diacetato de
carboxifluoresceina es capaz de penetrar el espermatozoide intacto, debido a la
permeabilidad de la membrana plasmatica a este compuesto; en el interior es
hidrolizado por esterasas inespecificas. Los espermatozoides con coloracion roja
se consideraron inviables, ya que la membrana dafiada es permeable al ioduro de
propidio, el cual penetra en el interior de la célula coloreandola de rojo intenso
(figura 21).

Figura 21. Espermatozoides tefiidos con Carboxifluoresceina-loduro de propidio.( A).
Espermatozoides con membrana espermatica integra (viables). (B) Espermatozoides con
membrana espermatica dafiada (no viables).

El efecto de la adicion de las proteinas especificas del plasma seminal en la
viabilidad del espermatozoide post congelacion, se determind mediante la
formula:
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(VP60 — Vic60)
(VW — Vc60)

% reversion = 100

Donde:

V\, = viabilidad de la muestra fresca antes de la congelacion

Veeo = viabilidad de la muestra control al cabo de una hora

Vpeo = viabilidad de la muestra con proteinas al cabo de una hora

Este porcentaje representa la relacion entre las células con viabilidad recuperada
y las teéricamente recuperables (Barrios, 2000).

Analisis estadistico

Para determinar el efecto de la dosis del concentrado de la fraccion 20-25 se uso
disefio completamente al azar:
Yij= Mt+at DEU‘

Donde:
Y= Porcentaje de recuperacion de la viabilidad en las pajillas descongeladas
M= Media total

a;.= Efecto del tratamiento (dosis de la fraccién de plasma seminal)
;= Error experimental

Adicionalmente se realizé un analisis de varianza para determinar el efecto de los
tratamientos y una prueba de tukey para comparar el porcentaje de recuperacion
de viabilidad espermatica en cada tratamiento.

De otro lado, en el experimento encaminado hacia la comparacion de efecto de la
adicion de la fraccibn 20-25 en la recuperacion de la viabilidad post
descongelacion en las diferentes razas se uso una prueba de t. Todos los
porcentajes de viabilidad se transformaron usando el logaritmo de dicha variable.

Resultados

Separacion de fracciones de proteinas de plasma
seminal mediante cromatografia de exclusion

Las proteinas del plasma seminal de toros Sanmartinero y Cebu comprenden
pesos moleculares entre 9.2 y 78.5 kDa. Se ha determinado la presencia de un
punto de proteina (“4104” Mw 16.2 y pl 5.5) en plasma seminal de toros
Sanmartinero, que probablemente corresponde a una proteina BSP A1/A2, y que
presenta una correlacion importante entre la cantidad relativa (medida en
porcentaje) y la viabilidad espermatica (r= 0.64, p<0.05). En razén a esta relacion,
se decidio separar mediante exclusion por tamano, la fraccién cromatografica que
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contenia este punto de proteina. Se logré separar fracciones de 4 ml a razén de
0.5 ml por minuto obteniendo entre 10 y 12 picos de proteina (figura 22).
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Figura 22.Cromatograma del fraccionamiento de proteinas del plasma seminal mediante
cromatografia de exclusion por tamafo se sefiala el pico mas abundante que comprende
las fracciones 20 a 25.

Cuando se midi6 la concentracion de proteina obtenida en cada fraccidn
cromatografica, se hallaron dos grupos de fracciones con concentraciones
superiores: los grupos comprendidos por las fracciones 10 a 16 y 20 a 25 (figura
23).
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Figura 23. Concentracién de proteinas en las diferentes fracciones obtenidas. Las
fracciones 10 a 15 y 20 a 25 presentaron las mayores concentraciones.

El pico que comprendi6 las fracciones 20 a 25, uno de los mas grandes, se
sometio a electroforesis en una y dos dimensiones para constatar la presencia de
punto de proteina de interés (figura 23). Cuando se usaron concentrados de 170
mg/ml de proteina total, se logré obtener entre 90 y 113 mg/ml a partir de los
concentrados de las fracciones 20 a 25, lo que representa cerca del 67% de la
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muestra de plasma empleada (tabla 13). Lo anterior indica que las fracciones 20 a
25 contienen las proteinas mas abundantes en el plasma seminal.

Tabla 12. Concentraciones de proteina en diferentes fracciones (tubos). Las fracciones
20 a 25 contienen la mayor cantidad de proteina (entre 90 y 113 mg/ml)

N° DE TUBO ABSORBANCIA TOTAL DE MASA
(280 nm) (PROTEINA mg/ml)

10 0,005 0,02
11 -0,005 -0,02
12 0,521 2,084
13 1,258 5,032
14 0,85 3,4
15 0,707 2,828
16 0,84 3,36
17 0,876 3,504
18 1,064 4,256
19 1,649 6,596
20 2,124 8,496
21 2,599 10,396
22 2,893 11,572
23 3 22,612
24 3 35,228
25 3 25,485
26 1,556 6,224
27 0,483 1,932
28 0,307 1,228
29 0,309 1,236
30 0,421 1,684
31 0,429 1,716
32 0,519 2,076
33 0,632 2,528
34 0,625 25
35 0,318 1,272

Por ésta razén el pico cromatografico que comprende las fracciones 20 a 25 se
presenta como el mas abundante teniendo en cuenta el area bajo la curva. La
electroforésis en una dimensidn comprueba la separacion de la banda de
proteinas mas gruesa en las fracciones 20 a 25. (figura 24)



72 Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero y cebu

Figura 24. Electroforesis en 1 dimension de las proteinas obtenidas en las fracciones
colectadas mediante cormatografia de exclusién por tamafio. Linea1: Marcador de peso
molecular (MP), linea 2: Plasma seminal completo (PSC), linea 3: concentrado de las
fracciones 10 a 14 (F10-14), linea 4: concentrado de las fracciones 15 y 16 (F15-16),
lineas 5 a 7: fracciones 17, 18 y 19, linea 8: fraccion 20 (F20) y lineas 9 y 10:
Concentrado de fracciones 20 a 25 (CF 20-25). Se seinalas las 3 ultimas lineas con
bandas de 13 y 16 kDa.

Al someter el concentrado obtenido de las fracciones 20 a 25 a electroforesis
bidimensional con rango de pH de 4 a 7, se logré evidenciar la presencia de 7
puntos, ademas del que presenté correlacion en el capitulo anterior (figura 25). El
gel en dos dimensiones demostré que las dos bandas de 14 y 16 kDa, mostradas
los geles 1D, representan mas de una sola proteina especifica. Aunque la
cromatografia de exclusiéon por tamano es util para una semi-purificacion primaria
de las proteinas del plasma seminal, la separacion de proteinas de peso
molecular similar pero punto isoeléctrico diferente requiere de estrategias de
separacion mas especificas.

14 kD:

i 3 E 1 i)
Figura 25. Electroforesis bidimensional de plasma seminal de Sanmartinero con rango
de separacion de pH 4 a 7. A. Gel bidimensional de plasma seminal completo. B. Gel
bidimensional de la fraccion 20, se sefalan los pesos moleculares aproximados y los
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puntos isoeléctricos de los 7 puntos presentes en las bandas de 14 y 16 kDa. Se resalta
el punto con pl 5.5, de interés por su correlacion con la viabilidad espermatica (Ver
capitulo anterior).

Adicion de las fracciones 20 a 25 obtenidas por
cromatografia de exclusion

En éste trabajo se uso la fraccion cromatografica que contiene un punto de
proteina de peso molecular 16.20 kDa y punto isoeléctrico 5.5, del cual se sabe,
tiene una correlacion estadistica (r=0.64 p<0.001) con la viabilidad espermatica
en semen de toros Sanmartinero y cuyas caracteristicas se presentan similares a
las reportadas para las proteinas BSP.

Cuando se evalud el efecto de la adicion de la fraccion proteica en diferentes
dosis (0.5, 1, 1.5 y 2 mg/ml) en espermatozoides descongelados (previamente
criopreservados en los medios descritos anteriormente) e incubados por una hora
a 37 °C, ,se logré determinar un aumento de la viabilidad con respecto a las
muestras control (que no contienen proteinas) incubadas con MHTF durante 1
hora a 37°C. Sin embargo, el efecto de las diferentes dosis depende del medio de
congelacion que se utilice dado que se evidenciaron diferencias en el aumento de
viabilidad cuando se usaron los dos diferentes medios de congelacién. En los
espermatozoides descongelados de los dos medios de criopreservacion, con
yema de huevo y Biocell® comercial, se presenta una importante disminucion de
la viabilidad cuando éstos son incubados con el paquete completo de proteinas
de plasma seminal (figura 26).

A Incremento de la viabilidad post descongelacion en
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Figura 26. Incremento porcentual de la viabilidad post-descongelacion de 1 millon de
espermatozoides criopreservados con: A) yema de huevo y B) Biocell® comercial. Los
espermatozoides se descongelaron e incubaron con diferentes concentraciones de
proteinas contenidas en la fraccion 20-25 durante 1 hora a 37 C°.

La viabilidad espermatica de los espermatozoides sin proteinas fue 39.8 + 8.2 %.
Al incubar (spz) descongelados (medio de criopreservacién con yema de huevo),
las dosis de la fraccion comprendidas entre 1.0 y 1.5 mg presentaron un
incremento en el porcentaje de viabilidad de 22.0 £ 6.5% con respecto a la
muestra control. Las dosis de 0.5 y 2.0 mg/106 spz, aunque presentaron un
incremento de la viabilidad, parecen no tener la misma efectividad.

De otro lado, la incubacion de las muestras de espermatozoides descongeladas
(medio de congelaciéon comercial Biocell®) evidenciaron resultados diferentes,
dado que la concentracion de proteinas provenientes de la fraccion 20-25, optima
para obtener un aumento porcentual en la viabilidad post-descongelacion de al
252 + 5.3% fue de 0.5 mg/10° spz. Concentraciones mayores de proteina
parecen tener un efecto deletéreo similar al presentado cuando se adiciona 1 mg
de proteinas totales de plasma seminal.

De otro lado, la adicién del paquete completo de proteinas del plasma seminal
parece disminuir drasticamente la viabilidad post-descongelacion de las muestras
incubadas durante 1 hora.

En el presente trabajo también se evalua la reversion entendida como la
capacidad de las proteinas de regenerar la membrana espermatica, teniendo en
cuenta el dafio generado desde la coleccion de la muestra seminal. El trabajo de
Barrios plante6 una férmula para evaluar la reversion del dafio teniendo en cuenta
la relacion entre las células recuperadas (la diferencia entre la viabilidad de las
células después de 1 hora de incubacién con y sin proteinas) y las tedricamente
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recuperables (la diferencia entre la viabilidad de la muestra fresca y la viabilidad
de las células después de 1 hora de incubacion sin proteinas. De esta manera se
contempla la viabilidad espermatica antes de la congelacion, teniendo en cuenta
las diferencias de viabilidad espermatica propia de los toros.

La viabilidad espermatica de las muestras frescas, medida a través de la tincion
carboxifluoresceina-loduro de propidio, fue en promedio 70.7 + 6.1%, muy
superior a la viabilidad post-descongelacién promedio de todas las pajillas la cual
fue de 28.0 = 5.2%. El marcado descenso (alrededor del 40%), con respecto a la
viabilidad de las muestras frescas, evidencia el dafo causado por la
criopreservaciéon. La adicion de la fraccion 20-25 usando 0.5 mg/10°
espermatozoides, cuando el semen se congeldé con Bioxcell®, presenté la mayor
viabilidad en comparacién con las demas dosis (tabla 13).

Tabla 13. Porcentaje de viabilidad espermatica en semen fresco y descongelado con
medio Bioxcell en incubado con diferentes dosis de la fraccion 20-25 post-
descongelacion.

Viabilidad (%)

Proteinas 6 6 6
?emen Control plasma 0,5 mg/10 1 mg/10 1,5 mg/10 2 mg/10° spz
resco : spz spz spz
seminal
70,70 27,91° 19,94° 32,32° 25,73 23,51 22,20%
+6,13 5,16 15,66 +6,55 16,32 +6,38 16,69

*Medias con diferente letra son estadisticamente diferentes (p<0.05)

Cuando el analisis contempla el descenso de viabilidad post descongelacion
desde la muestra fresca, a través de la formula [(Vp60-Vc60)/(Vw-Vc60)] x 100,
se logra evidenciar que el porcentaje de recuperacién de la viabilidad es de
15,23%, y es el unico tratamiento que tiene un claro efecto de reversion del dafio
en la viabilidad, comparado con el plasma seminal completo y las dosis
comprendidas entre 1.0 y 2.0 mg/10° espermatozoides (figura 27). Estas dosis,
especialmente la mas alta, ademas de no presentar efecto de reversion del dafo
en los valores de viabilidad espermatica, parecen tener un efecto deletéreo al
disminuir la viabilidad post congelacion.
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proteina (F 20-25)
25,00 -
20,00 -
15,00 -
10,00 -
5,00
0,00 - B 1
5,00 | PPS@lme)  O,Fmg ‘1de 5mg 2 med
10,00 - I :[
-15,00 - I
-20,00 -
-25,00 -

% de recuperacion

Dosis de proteina Fraccion F20-25

*Medias con letra diferente presentan diferencias significativas (p<0.05)

Figura 27. Porcentaje de recuperacién de la viabilidad de la membrana espermatica en
espermatozoides descongelados e incubados con la fraccion F20-25 durante 1 hora a 37
C°. La viabilidad se midi6 como el porcentaje de células con membrana integra
sometidas a tincién de carboxiflouresceina-ioduro de propidio y el porcentaje de
recuperacion se evalu6 mediante la formula [(Vp60-Vc60)/(Vw-Vc60)] x 100, donde
Vp60 es la viabilidad de la muestra incubada 60 minutos con proteina adicionada; Vc60
es la viabilidad de la muestra incubada 60 minutos sin proteinas; y Vw es la viabilidad de
la muestra fresca.

Viabilidad post descongelacion y efecto de recuperacién de la
viabilidad en toros de razas Sanmartinero y Cebu.

Cuando se evaluo las diferencias en el descenso de viabilidad post
descongelacién entre las razas Sanmartinero y Cebu, se logré determinar que las
muestras de Sanmartinero descienden de 70, 6 + 7.4 % en semen fresco a 29,8
5.3 % post descongelacion (57,68 %). Por su parte en el semen de toros Cebu, la
viabilidad desciende de 70, 8+ 4.6 % a 26,75 + 4.3% (62.21%), no existen
diferencias significativas en la viabilidad post descongelacion entre las dos razas.
Cuando se comparan las viabilidades post descongelacion de las muestras
incubadas con 0.5 mg de proteina semipurificada de plasma seminal (fraccion 20-
25), de cada raza, la viabilidad de los espermatozoides de la raza Sanmartinero
se incrementa hasta llegar en promedio a 38 %,(aumento del 23%) mientras que
en el semen de la raza cebu no hay un efecto significativo (figura 28).

En la evaluacién del porcentaje de reversion teniendo en cuenta la férmula
[(Vp60-Vc60)/(Vw-Vc60)] x 100, el porcentaje de reversion del dafo causado en
la membrana de espermatozoides de Sanmartinero, al adicionar 0.5 mg de la
fraccion 20-25, fue de 18.03% lo que representa una diferencia significativa
(p<0.05) con respecto al porcentaje de reversion en espermatozoides de Cebu,
que fue 6,8% (figura 29).
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Diferencias de viabilidades en espermatozoides de
Sanmartinero y Cebl sometidos a criopreservacion
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Figura 28. Porcentajes de viabilidad espermatica en semen de toros de las razas
Sanmartinero y Cebu en semen fresco, descongelado e incubado con una dosis de
fraccion 20-25 de 0.5 mg/10°® espermatozoides. Se aprecia diferencia significativa
(p<0.05) solo en el tratamiento con la fraccion 20-25 en espermatozoides de
Sanmartinero.
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Figura 29. Porcentajes de recuperacion de la viabilidad espermatica en semen de toros
de las razas Sanmartinero y Cebu, luego de ser incubados con 0.5 mg de proteina de la
fraccion 20-25. Se aprecia diferencia significativa (p<0.05) en el porcentaje de
recuperacion de la viabilidad de espermatozoides de Sanmartinero con respecto a los
espermatozoides de toros Cebu.
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Dado lo anterior, se logré evidenciar que la adicién de un grupo de proteinas de
bajo peso molecular solo tiene efecto de recuperaciéon del dafio en la membrana
espermatica, ocasionado por criopreservacion, cuando se adiciona en semen de
toros Sanmartinero. Aunque si hubo un efecto en semen de toros cebu, no es
suficiente para considerarlo significativo cuando se compara con la viabilidad post
descongelacion.

Discusion
Separacion Cromatografica de proteinas del plasma seminal

La separacion de proteinas de plasma seminal evidencid que la fraccion
cromatografica obtenida mediante exclusién por tamafo, que contenia proteinas
de pesos moleculares semejantes a las proteinas BSP y que presenté correlacion
con la viabilidad espermatica, se encontré entre los tubos 20 y 25, colectados a
razon de 0.5ml/min. Los cromatogramas obtenidos demostraron que las
fracciones comprendidas en los tubos 20-25, presentan la mayor cantidad de
proteinas. Cuando se sometieron las fracciones a separaciones electroforéticas
unidimenisonales, se encontrd que las fracciones 20-25 contenian dos bandas de
14 y 16 kDa, las cuales coinciden con el rango de pesos moleculares dentro del
cual estan las proteinas BSP. Dado que solo son dos bandas, la cantidad relativa
de cada banda y el area de los picos cromatograficos indican que estas bandas
corresponden a las proteinas mas abundantes dentro del plasma seminal
analizado. En éste sentido, otras investigaciones han evidenciado que las
proteinas BSP A1/A2, también llamadas PDC-109, comprenden el grupo de
proteinas mas abundantes en el plasma seminal bovino (Manjunath, 1993;
Therien, 1997; Therien y Manjunath ., 1999; Swamy, 2004; Moura, 2006). Este
tipo de proteinas representa entre 20 y 40 mg/ml en el plasma seminal, lo cual
constituye entre el 30 y el 60% de las proteinas totales. Cuando se usaron
concentrados de 170 mg/ml de proteina total, se logré obtener entre 90 y 113
mg/ml a partir de los concentrados de las fracciones 20 a 25, lo que representa
cerca del 67% de la muestra de plasma empleada.

La electroforésis en una dimension comprueba la separacion de la banda de
proteinas mas gruesa en las fracciones 2 a 25. En 1996, Calvete logré desarrollar
una estrategia para separar el grupo de proteinas mas representativo del plasma
seminal, mediante el uso de cromatografia clasica no denaturante. El trabajo en
mencion se encamind hacia la semi-purificacion de proteinas como las BSP
A1/A2, BSP de 30 kDa, proteinas acidas del plasma seminal (aSFP) e inhibidor
tisular de metaloproteinasa (TIMP-2). A través de columnas de Sephacril S-50,
lograron obtener 2 picos representativos en un cromatograma similar al obtenido
en el presente trabajo (Anexo 10).

En la electroforésis realizada por Calvete se puede evidenciar que las fracciones
colectadas con las bandas de 16 kDa se encuentran desde la fraccion 15 en
adelante, similar a lo obtenido en la presente investigacion.
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De otro lado, Barrios en el 2000 logré separar fracciones similares a través de
columnas de sefacrii S-100 a partir de plasma seminal de carnero. En las
fracciones que separaron se logré obtener dos bandas de proteina de 14 y 20 en
lo que denominaron fraccién 6 (Anexo 11). Estas dos bandas representaron cerca
del 70 % de las proteinas totales del plasma seminal ovino y la fraccion 6 se
seleccion6 para ser usada en pruebas de reversion de dafo en membrana en
espermatozoides sometidos a choque térmico por bajas temperaturas.

La banda de 14 kDa coincide con el peso molecular de las proteinas PDC 109 y
aunque dicha banda puede contener mas proteinas de peso molecular igual o
cercano, es muy posible que, tanto la fraccién 6 obtenida por Barrios, como el
concentrado de fracciones 20 a 25 obtenido en la presente investigacion,
contengan cierta cantidad de estas proteinas. Por ésta razén en este trabajo se
decididé usar el concentrado de las fracciones 20 a 25 evaluar el nosible efecto de
reversion del dafio  Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero y cebu
criopreservacion.

Adicion de las proteinas de plasma seminal contenidas en las
fracciones 20-25, a espermatozoides descongelados

Algunas proteinas del plasma seminal se han propuesto como aditivos para
mejorar la viabilidad del semen criopreservado en semen ovino y bovino. Las
proteinas BSP han sido separadas y usadas como agentes protectores del
espermatozoide contra capacitacion prematura y estrés oxidativo. El uso éstas
como aditivos protectores en semen bovino se basa tanto en su cantidad como en
su estructura y funcion. En éste trabajo se uso la fraccion cromatografica que
contiene un punto de proteina de peso molecular 16.20 kDa y punto isoeléctrico
5.5, el cual present6 una correlacion estadistica importante (r=0.64 p<0.001) con
la viabilidad espermatica en semen de toros Sanmartinero y cuyas caracteristicas
se presentan similares a las reportadas para las proteinas BSP (Moura, 2006).

Se logré evidenciar que, cuando se evaluan todos los toros sin discriminacién de
raza, existe un aumento en la viabilidad postescongelacion de alrededor del 20%
cuando se usa entre 1 y 1.5 mg por cada millon de espermatozoides
desconngelados. Esta dosis es adecuada cuando se usa medio citrato-fructosa
incluyendo yema de huevo. Sin embargo, hay un efecto de aumento de viabilidad
similar con una dosis de las fracciones 20-25 menor (0.5 mg/millon de
espermatozoides) cuando se usa medio comercial Bioxcell para la congelacion.
Esto ultimo indica la posibilidad de que el medio comercial contenga algun aditivo
adicional que pueda enmasacarar el efecto de las proteinas provenientes de las
fracciones 20-25.

De otro lado, la adicion de las proteinas del plasma seminal sin ser sometidas a
separaciones cromatograficas parece tener el efecto contrario, disminuyendo la
viabilidad del semen luego de ser descongelado. Esto concuerda con lo reportado
en 1983 por Baas, quien determind que la viabilidad, asi como la motilidad, de
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espermatozoides incubados con plasma seminal completo pudo regenerarse solo
cuando el plasma seminal se sometio a ultrafiltracion y se uso la parte del filtrado
que contenia proteinas menores a 50 kDa. En el mismo trabajo se logré concluir
que el plasma seminal completo en exceso tiene un efecto nocivo para la
viabilidad espermatica y que la presencia de las proteinas de bajo peso
molecular tiene un factor estimulante de la viabilidad en semen bovino.

De otro lado, en el trabajo de Barrios del 2000, la adicién del paquete completo de
proteinas de plasma seminal, aunque no disminuyé la viabilidad post-
descongelacion, tuvo un efecto menor al presentado por la fraccion 6 (con
proteinas de 14 y 20 kDa). Sin embargo, en tal investigacion se logré6 comprobar
que la adicion de fracciones de plasma seminal que contenian proteinas con
pesos moleculares superiores a 60 kDa, no tenian mayor efecto en la
recuperacion de la viabilidad del semen ovino sometido a choque térmico, lo que
demuestra que son las proteinas de bajo peso molecular, presentes en el plasma
seminal, las que intervienen en la reestructuracion de la membrana del
espermatozoides sometidos a los efectos deletéreos de la criopreservacion.
Jobim, en el 2006, evalud los perfiles electroforéticos de proteinas del plasma
seminal de bajo peso molecular y los compar6 con semen de toros con alta y baja
congelabilidad. Los resultados demostraron que ciertos puntos de proteinas con
pesos moleculares comprendidos entre 11 y 16 kDa y con puntos isoeléctricos
comprendidos entre 4.0 y 5.3, se presentaron con mayor frecuencia y cantidad en
plasma seminal de toros con alta congelabilidad. Mientras que, un punto de
proteina con peso molecular de 26 kDa y punto isoeléctrico entre 6.0 y 6.5 fue
significativamente mas abundante (p<0.05) en los perfiles de plasma seminal de
toros con baja congelabilidad (Anexo 12).

Aunque las proteinas de bajo peso molecular parecen tener un efecto de
recuperacion en espermatozoides post-descongelacion, se ha reportado que
también previenen efectos deletéreos cuando se adicionan antes de ser
sometidos a procesos de criopreservacion. Los trabaios adelantados con semen
ovino han demostrado Proteinas del plasma seminal de toros sanmartinero y cebu
temperatura de espermatozoides hasta b “C durante 1 hora, aumentan Ia
viabilidad del semen de 26 % a 34%, preservando la integridad de la membrana
espermatica. (Perez, 2001). De esta manera, los trabajos con proteinas de
plasma seminal ovino han logrado demostrar el efecto protector y de reversion en
el espermatozoide contra los dafos generados por bajas temperaturas.

Cuando en el analisis de los datos se tiene en cuenta el descenso de la viabilidad
desde la toma de la muestra incluyendo la férmula del porcentaje de recuperacion
adaptada de Barrios en el 2000, se logra apreciar una recuperaciéon de la
viabilidad post descongelacion de alrededor de 15% cuando se usa 0,5 mg/ millén
de espermatozoides. Dosis mas altas parecen no tener mayor efecto e incluso
algunas tienen un marcado efecto deletéreo en la viabilidad post descongelacion.
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El trabajo de reversion reportado por Barrios para semen ovino indica que la
dosis minima para tener un efecto de reversion significativo (p<0.05), corresponde
a 0.5 mg/10° espermatozoides de la denominada “Fraccién 6”. Sin embargo, dosis
superiores hasta 2.5 mg/10° espermatozoides, de la misma fraccion no presentan
el mismo efecto negativo en espermatozoides ovinos. Aunque dicha investigacion
evalua el efecto de las proteinas en células sometidas a choque térmico, no
incluye ningun protocolo de criopreservacion. Es posible que el efecto negativo
evidenciado en la presente investigacion sea debido a una interferencia del medio
comercial empleado para la congelacion de las pajillas.

Se ha descrito que el proceso de congelacién -descongelacion tiene un efecto
negativo en la integridad de la membrana espermatica. Esta membrana es
fundamental para el metabolismo espermatico y para que el espermatozoide lleve
a cabo varios procesos involucrados en la fecundacion (Rota, 2000; Vera, 2003).
Estudios realizados en la Universidad de Zulia (Venezuela) determinaron que el
proceso de congelacién- descongelacién causé un marcado efecto deletéreo
sobre la integridad estructural y funcional de las membranas plasmaticas vy
acrosémicas en los espermatozoides bovinos criopreservados. Sin embargo, se
pudo demostrar que los espermatozoides resisten de manera diferente dichos
efectos y que el dafio no es localizado, es decir, puede ocurrir indistintamente en
la membrana plasmatica o acrosémica (Rubio, 2009).

Se ha demostrado que el plasma seminal puede suprimir y revertir la
capacitacion, es decir, decapacitar espermatozoides previamente capacitados
(Cross, 1993). Lo anterior puede deberse al efecto de adsorcidon que presentan
proteinas especificas. Proteinas como las BSP (posiblemente contenidas en la
fraccion 20-25 adicionada en éste trabajo), han probado que poseen un efecto de
adsorcion a la membrana plasmatica por su interaccién con los fosfolipidos de la
misma (Manjunath, 2009; Manjunath 1997; Manjunath, 1994; Souza, 2008;
Moura, 2007; Swamy, 2004) lo que permite explicar, en parte el efecto de
recuperacion de la viabilidad evidenciada por la fraccion 20-25 en dosis de
0.5mg/ml. El efecto decapacitante de éstas proteinas se encuentra asociado a su
estructura y cantidad. Las proteinas BSP son las mas abundantes en el plasma
seminal bovino (Manjunath, 2009; Moura, 2007; Manjunath 1997) es posible que
dosis mas altas lleven a capacitar al espermatozoide en lugar de inhibir la
capacitacion, lo que podria explicar el efecto negativo evidenciado cuando se
adicionaron dosis de la fraccién 20-25 superiores a 0.5mg/106 espermatozoides.
De ésta manera, aunque si existe recuperacion de la membrana plasmatica al
adicionar proteinas semi-purificadas contenidas en la fracciéon 20-25 (pesos
moleculares entre 14 y 16 kDa y puntos isoeléctricos entre 5.0 y 5.5), el efecto de
recuperacion post descongelacion depende también de la cantidad adicionada y
del medio de congelacién empleado.

El medio Bioxcell®, (IMV Technologies, Francia), es un criopreservante comercial
fabricado a base de lecitina de soya. La lecitina es el nombre genérico que se le
da a la fosfatidilcolina, un fosfolipido compuesto por colina, acido palmitico, acido
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estearico y acidos grasos polinsaturados de 18 carbonos como oleico, linoléico y
linolénico, presente en las bicapas lipidicas de las membranas celulares.

En 1999, Manjunath logré establecer que las proteinas BSP A1/A2 interactuan
con la colina de los fosfolipidos presentes en la membrana espermatica durante la
eyaculacion. En dicho trabajo se incubaron espermatozoides epididimales con
proteinas BSP purificadas para luego medir la perdida de fosfolipidos de la
membrana espermatica, lo cual resulto en una pérdida del 34% de los fosfolipidos
en espermatozoides incubados con las proteinas BSP. Dado que las primeras
etapas de la capacitacion espermatica comprenden la composicion lipidica de la
membrana, se determind que las proteinas BSP estimulan el flujo de fosfolipidos
al mismo tiempo que remueven el colesterol de la membrana, dando paso a la
capacitacion. En este sentido, es posible que la fraccion 20-25 (que posiblemente
contiene proteinas BSP), adicionada a espermatozoides descongelados,
(previamente criopreservados con el medio comercial), presente una fuerte
interaccion con el medio de criopreservacion, regulada por la cantidad de
proteina. Sin embargo el efecto deletéreo en la viabilidad espermatica se
presenta en dosis superiores a 0.5 mg/10° espermatozoides, lo cual indica la
posibilidad de que dosis mayores desencadenen procesos de capacitacion
espermatica, disminuyendo la cantidad de espermatozoides viables. Aunque es
probable que en presencia de mayor cantidad de fosfolipidos se requiera de
menor cantidad de proteina para tener un efecto de recuperacién de la membrana
espermatica, ésta hipoétesis requiere de mas trabajos experimentales.

De otro lado, sucede lo contrario con el medio que contiene albumina de huevo.
Los mayores porcentajes de viabilidad post descongelacion se lograron
evidenciar con las dosis de 1.0 y 1.5 mg/10° espermatozoides, mayores a las
necesarias para obtener porcentajes de recuperacion positivos con el medio
comercial. Es posible que esto se deba a la interaccion de la albumina presente
en la yema de huevo con las proteinas adicionadas provenientes de la fraccion
20-25. Se ha descrito que la albumina presente en los fluidos oviductales facilita
el flujo del colesterol (Singleton y Killian, 1983) promoviendo la capacitacién
espermatica (Visconti y Kopf, 1998). La albumina comprende cerca del 85% de
las proteinas totales detectadas en los fluidos ampulares y oviductales (Souza,
2008), lo cual crea un ambiente en el que las modificaciones de la membrana
espermatica, que se presentan en la capacitacion, se generan como
consecuencia de las interacciones entre las proteinas del medio oviductal, plasma
seminal y membrana espermatica. Es posible que exista una interaccion similar
entre la albumina del huevo y las proteinas adicionadas en la fraccion 20-25, y
probablemente por esto se hizo necesario adicionar mayor cantidad de proteinas
de la fraccién para lograr un aumento en la viabilidad post descongelacién. En
otras palabras, mayor cantidad de albumina interacciona con mas proteinas y se
requiere de mayor cantidad para que éstas logren adherirse a la membrana del
espermatozoide. Sin embargo se requiere de mas experimentacion para
comprobar estos supuestos.
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Viabilidad post descongelacion y efecto de recuperacion de la
viabilidad en toros de razas Sanmartinero y Cebu

Se ha descrito que el porcentaje de espermatozoides con membrana espermatica
integra disminuye dramaticamente después de ser sometidos a procesos de
congelacion-descongelacion. El efecto deletéreo se ha evidenciado en semen
ovino (Ashworth y Harrison, 1994; Watson, 1995; Gunay, 2006) y bovino (Jobim,
2004; Rubio et al., 2009). En semen de toros se pudo comprobar que el descenso
en los porcentajes de viabilidad espermatica puede alcanzar del 40 al 60%
cuando se evaluan los procesos comprendidos entre la coleccion de la muestra
fresca y post-descongelacion (Rubio, 2009).

Cuando se evaluo las diferencias en el descenso de viabilidad post
descongelacion entre las razas Sanmartinero y Cebu, se logré determinar que las
muestras de Sanmartinero descienden de 70, 6 + 7.4 % en semen fresco a 29,8 +
5.3 % post descongelacién (57,68 %). Por su parte en el semen de toros Cebu, la
viabilidad desciende de 70, 8% 4.6 % a 26,75 £ 4.3% (62.21%), no existen
diferencias significativas en la viabilidad post descongelacién entre las dos razas.
Dado lo anterior, se logré evidenciar que la adicién de un grupo de proteinas de
bajo peso molecular solo tiene efecto de recuperaciéon del dafio en la membrana
espermatica, ocasionado por criopreservacion, cuando se adiciona en semen de
toros Sanmartinero. Aunque si hubo un efecto en semen de toros cebu, no es
suficiente para considerarlo significativo cuando se compara con la viabilidad post
descongelacion.

De otro lado, se establecio la presencia de un punto de proteina de 16.2 kDa y
punto isoeléctrico 5,5, el cual coincide con las caracteristicas de las proteinas
BSP A1/A2 y su cantidad relativa presentd una correlaciéon importante (r=0.64.
p<0,001) con la viabilidad espermatica en los perfiles electroforéticos de plasma
seminal de Sanmartinero. Aunque este punto también se presentd en los perfiles
electroforéticos de plasma seminal de toros Cebu, no tuvo correlacién estadistica
con la viabilidad de esos toros. En ese sentido, es probable que la estructura y
funcion de estas proteinas en plasma seminal de Cebu sea diferente con respecto
a Sanmartinero, por lo cual el efecto de recuperacion de la membrana plasmatica
no sea significativo. Lo anterior solo se podra comprobar a través de
experimentos que involucren técnicas de secuenciacion para establecer
homologias estructurales entre las proteinas de ambas razas, y de otro lado
encamina las investigaciones hacia el uso de proteinas especificas para cada
raza, que logren tener un efecto protector o de reversion adecuado para
ejemplares bos indicus y bos taurus de forma independiente.
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Conclusiones

El presente trabajo evidencia el efecto de la adicidbn de fracciones de plasma
seminal que contienen proteinas especificas, cuyas estructuras y funciones han
sido estudiadas en investigaciones previas, y que han probado tener un
importante potencial para revertir el efecto deletéreo ocasionado en la membrana
espermatica, por la criopreservacion.

En algunos trabajos realizados con semen ovino y bovino, se ha logrado
establecer que existe un importante efecto nocivo de la criopreservacion en la
membrana de los espermatozoides. Se ha determinado que el porcentaje de
espermatozoides con membrana plasmatica integra disminuye dramaticamente
luego de ser sometidos a los procedimientos que comprenden la congelacion y
descongelacion del semen. En éste trabajo se encontré que en el semen de toros
Sanmartinero, la viabilidad disminuye 57,8 %, mientras en cebu disminuye 65,2%.
En este sentido, el uso de proteinas especificas del plasma seminal puede
recuperar la viabilidad de la membrana espermatica. Dado que algunas de éstas
proteinas tienen la capacidad de adherirse al espermatozoide y protegerlo contra
dafos ocasionados por choques térmicos, es posible que éste mismo efecto de
adsorcidén sirva para recuperar la membrana espermatozoides que ha sido
dafada en procesos de criopreservacion.

En las fracciones cromatograficas 20 a 25, obtenidas en éste trabajo, se
evidencio la presencia de 7 puntos de proteina de bajo peso molecular, cuyas
caracteristicas de peso molecular y punto isoeléctrico coinciden con las
caracteristicas de proteinas BSP A1, A2 y A3, reportadas en investigaciones
previas. Estas proteinas han probado tener un efecto de adsorcién a la
membrana plasmatica por su interaccién con la fosfatidilcolina presente en la
misma y se les atribuye en gran medida la regulacién de la capacitacion
espermatica.

Cuando se comparan las fracciones 20-25 del presente trabajo, con las obtenidas
por cromatografia de exclusion en trabajos que evaluan la reversion del dafio en
la membrana de espermatozoides ovinos, se puede evidenciar que las fracciones
que contienen las proteinas responsables de recuperar la viabilidad del semen
post-descongelacion, son las mismas fracciones que se lograron obtener en ésta
investigacion.

De otra parte, se logré6 determinar que el uso de las fracciones 20-25 en
espermatozoides criopreservados, descongelados e incubados durante 1 hora a
37°C, aumentd los porcentajes de viabilidad espermatica post descongelacion
cuando se utilizan medios de criopreservacion de diferentes tipos. Sin embargo,
la dosis minima requerida para tener un efecto apreciable y significativo varia
segun el medio de congelacién utilizado. Esto significa que tanto el aumento en la
viabilidad post-descongelacion, como la dosis de la fraccion 20-25 necesaria para
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evidenciar éste aumento, dependen del medio de criopreservacién que se utilice,
para el trabajo en concreto, Bioxcell comercial o medio citrato-fructosa con yema
de huevo.

De otra parte, se logré evidenciar que cuando se usa el medio de congelacion
comercial, las viabilidades post-descongelacion en muestras sometidas a dosis
mayores a 0,5 mg por 10° espermatozoides, disminuyen de forma significativa,
probablemente debido a interacciones entre las proteinas adicionadas y los
suplementos del medio comercial.

Aunque existe efecto de reversion del dafio causado en la membrana
espermatica por criopreservacion, los espermatozoides de toros Sanmartinero
son mas susceptibles a mejorar los porcentajes de viabilidad cuando se incuban
con proteinas de la fraccion 20-25, en comparacién con los espermatozoides de
toros Cebu. Esto puede ser debido a que el descenso de la viabilidad post
congelaciéon que presenta el semen de toros Cebu es mayor que el de
Sanmartinero.

En cuanto a la separacion de las proteinas, la cromatografia de exclusion es
efectiva en separaciones por sus diferencias en pesos moleculares. Sin embargo,
muchas de las proteinas del plasma seminal bovino se caracterizan por tener
bajos pesos moleculares, lo que indica que, en caso de que se requiera purificar
una sola proteina del plasma seminal, se deben emplear estrategias de
separacion mas especificas como cromatografia de afinidad o de intercambio
idnico.



Recomendaciones

La presente investigacion evidencio el efecto de reversion del dafio causado por
la criopreservacion, que pueden tener proteinas especificas del plasma seminal
en la viabilidad de espermatozoides bovinos descongelados. La adicion de
proteinas especificas puede convertirse en una alternativa para mejorar los
resultados de viabilidad post descongelacién y asi mejorar la eficiencia de las
dosis requeridas para inseminacion artificial. En este sentido, posteriores
investigaciones deberan ser dirigidas hacia probar el efecto protector de estas
proteinas cuando se adicionan al medio de criopreservacioén. Esto ultimo con el fin
de establecer si el uso de pajillas que contienen estas proteinas especificas en
pruebas de fertilidad in vitro puede tener también un efecto positivo en la
eficiencia fecundante de semen criopreservado usado para inseminacion artificial.
De otro lado, el aislamiento y purificacién de las proteinas en trabajos posteriores
deberia poder establecer si el efecto de reversion del dafio en la membrana es
causado por una sola proteina especifica o por la interaccién que puede existir
entre un grupo de proteinas contenidas en una fraccidbn separada por peso
molecular. Para esto seria necesario establecer procedimientos cromatograficos
mas precisos, con el fin de separar todas las proteinas contenidas en la fraccién
obtenida por exclusion.

Por ultimo, investigaciones posteriores que involucren animales de diferentes
razas, deben contemplar el uso de proteinas especificas para cada raza con el fin
de evaluar si el efecto de reversion y/o proteccion de las proteinas involucradas
depende de alguna condicidon que pueda variar de una raza a otra.
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A Anexo: Formato de recoleccion de datos establecido por el Centro de
Reproduccién Animal Integral CRIA, para muestreos de semen bovino.
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B. Anexo: Protocolo estandar establecido por la Corporacién Colombiana de
Investigacion agropecuaria CORPOICA para uso de nanodrop en la medicion de
proteinas

1. OBJETIVO

Cuantificar la cantidad de proteinas en soluciones acuosas.

2. DESCRIPCION

DESCRIPCION DE LA ACTIVIDAD

RESPONSABLE

OBSERVACIONES

Agitar las muestras durante 1 s utilizando el
vortex.

Analista de
calidad

Abrir el programa ND-1000 V3.3.0, y
seleccionar del menu principal el tipo de
muestra a medir

Analista de
calidad

Seleccione la opcién BSA para
medir con el coeficiente de la
albumina sérica bovina, a 280
nm

Limpiar inicialmente el pedestal inferior del
con 5 ul de HyO destilada estéril y luego
bajando el brazo sin hacer presién sobre el,
para limpiar el pedestal superior.

Analista de
calidad

Secar con papel de arroz las dos
superficies. No permitir que la punta de la
micropipeta toque el pedestal y su
superficie.

Analista de
calidad

Como patrén de referencia (blanco), utilizar
1 ul de H,O destilada estéril o el buffer en el
que este disuelto el material a cuantificar.
Medir haciendo clic en el boton “Measure”.

Analista de
calidad

Si la muestra fu previmente
diluida en buffer, el blanco a usar
debera ser el mismo buffer

Secar con papel de arroz.

Analista de
calidad

Colocar 1 ul de la muestra y medir como en
el paso

Analista de
calidad

Hacer un lavado con H,O destilada estéril,
como en el paso y secar con papel de arroz.

Analista de
calidad

Colocar la siguiente muestra y repetir los
pasos, segun el nimero de muestras.

Analista de
calidad

Una vez finalizada la medicién de todas las
muestras, hacer un lavado final del pedestal
con 5 ul de etanol.

Analista de
calidad

El etanol debe estar al 70% v/v

Guardar la informacién obtenida, haciendo
clic en “Show Report”. Seleccionar el tipo de
reporte y guardar. La tabla de datos puede
ser exportada al programa Microsoft Excel

Analista de
calidad
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Anexo C. Tiras de Isoelectroenfoque IEF, de 7 cm y rango de pl de 3a 10
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Anexo D. Protocolo estandar establecido por la Corporaciéon Colombiana de
Investigacion agropecuaria CORPOICA para elaboracion de electroforesis
bidimensional

EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS
Equipos

Camara de isoelectroenfoque IEF protean BIO RAD
Camara de electroforesis vertical miniprotean cell BIO RAD
Fuente de poder para electroforesis

Formador de geles en gradiente (opcional)

Agitador magnético

Plancha de calentamiento para tubos de polipropileno
Shaker orbital

Vortex

Materiales

Vidrios separadores de 0.75 mm o 1 mm (segun requerimiento)
Bandejas de rehidratacion

Bandejas para isoelectroenfoque

Pinzas

Micropipetas (1-10, 10-100 y 100-1000 ul)

Probeta de 1000 ml

Espétula para extraccion de geles

Tubos de polipropileno de 1 ml

Beaker

Reactivos

Acrilamida 30% p/v

Aceite mineral grado electroforesis
Acido acético glacial

Agua destilada desionizada

Azul de coomasie

Bisacrilamida

Buffer lower pH 8.8

Buffer upper pH 6.8

Buffer de rehidratacion

Buffer 5x

Buffer 1x

Buffer de equilibrio | con lodoacetamida
Buffer de equilibrio Il con Ditiotreitol
Isoporopanol

Metanol

Persulfato de amonio

TEMED

Tiras para isoelectroenfoque BIO RAD

METODOLOGIA
Electroforesis de proteinas por isoelectroenfoque IEF

Rehidratacion de las tiras
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a. Retirar el vial que contiene el buffer de rehidratacién (125 pl para tiras de 7 cm, o 185 pl para tiras de 11
cm) del congelador y agregar la cantidad de muestra adecuada y el marcador de peso molecular y punto
isoeléctrico. (Marcadores 2D).

b. Extender la mezcla a lo largo de uno de los canales de la bandeja de rehidratacion, hasta un centimetro de
cada final del canal. Se debe tener cuidado de que no se formen burbujas al depositar la mezcla, pues
puede interferir con la distribucién de la muestra en la tira.

c. Retire con cuidado ayudandose con pinzas la cubierta protectora de la tira

d. Coloque la tira sobre la mezcla, ayldese con una pinza. La cara del gel debe mirar la mezcla, de tal forma
que la parte escrita (El signo +y el rango de pH) de la tira debe quedar visible. Tenga cuidado de no colocar
muestra sobre la parte plastica de la tira pues en ese lado no se absorbe la muestra. Si en algin momento
se forman burbujas bajo la tira, muévala adelante y atrds hasta que la burbuja desaparezca, ayudese con las
pinzas.

e. Cubra la tira con 2 a 3 ml de aceite mineral para prevenir la evaporacién. Adicione el aceite lentamente,
colocandolo sobre la parte plastica de la tira y alo largo de esta.

f. Coloque la tapa a la bandeja de rehidratacién y déjela por 11 — 16 horas o toda la noche sobre una
superficie plana.
Isoelectroenfoque

a. Cubrir la terminal de cada electrodo de la bandeja de enfoque con un papel especial para el caso.
Adicionar 8 pl de agua desionizada sobre cada papel, reajuste la posicién de estos si es necesario.

b. Remover la cubierta de la bandeja de rehidratacion y con las pinzas retire la tira hidratada.

c. Colocar las tiras en forma vertical sobre papel filtro seco por 7 a 8 segundos para drenar el aceite.

d. Transferir la tira al correspondiente canal de la bandeja de enfoque (mantenga la cara del gel mirando
hacia abajo). Recuerde colocar la tira en la polaridad correcta durante la transferencia. El signo “+” de la tira

debe coincidir con su igual en la bandeja de enfoque.

e. Cubrir cada tira con dos a tres ml de aceite mineral. Chequear que no hayan quedado burbujas debajo de
la tira, si esto ocurre remueva la tira hasta que la burbuja desaparezca.

f. Tape la bandeja de enfoque.

g. Programar el aparato de enfoque (PROTEAN IEF) con el protocolo adecuado. Para todas las tiras la
temperatura por defecto es 20° C y un méaximo de corriente de 50 pA/Tira. Presione Start para iniciar.
Programacion del PROTEAN IEF Cell

Las condiciones de enfoque varian con la composicién y complejidad de la muestra y el rango de pH de las
tiras (IPG) de gradiente inmovilizado de pH.

Para tiras de pH 3-10, 4-7 y 5-8. Longitud de la tira 7 cm
Equilibrio de las tiras
Después de finalizado el proceso de iso-electroenfoque y antes de ejecutar la segunda dimensién deben

realizarse los siguientes pasos:

a. Saque la tira de la bandeja de enfoque y remueva el aceite.
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Nota: Si las tiras fueron congeladas a -70° C, es conveniente que el tiempo de descongelacién no sea mayor
de 15 minutos, este tiempo puede estar entre 10 y 15 minutos. Es conveniente que el tiempo de
descongelacién no vaya mas alla de 15 a 20 minutos por que la difusiéon de las proteinas puede originar la
reduccion en la resolucion de los puntos de proteina.

b. Deposite 2.5 ml de buffer de equilibrio (I) (con DTT) (para el caso de tiras de 7 cm) en el canal de la
bandeja de equilibrio.

c. Colocar la bandeja de equilibrio en el balancin durante 10 minutos a una velocidad que no ocasione la
salida del buffer.

d. Al cabo de los 10 minutos descartar el buffer cuidadosamente mediante decantacion. Este procedimiento
se realiza inclinando la bandeja por la parte cuadrada hasta que quede en posicion vertical. Tenga cuidado
al iniciar este procedimiento para que las tiras no se salgan de la bandeja, cuando se haya decantado gran
parte del liquido, sacuda cuidadosamente dos veces la bandeja para eliminar las Ultimas gotas del buffer.

e. Depositar 2.5 ml de buffer de equilibrio (II) (con lodoacetamida) (para el caso de tiras de 7 cm) en el canal
de la bandeja de equilibrio. Colocar nuevamente la bandeja en el balancin por 10 minutos.

f. Durante la incubacion de la tira con el buffer I, lleve la agarosa (con azul de bromofenol al 2% - 3 mg/10ml)
al horno microondas por 45 o 60 segundos, o hasta que liquifique. EI tiempo depende del equipo de
microondas. En ocasiones es conveniente parar el microondas, sacar la agarosa y agitarla, volver a
introducirla en el equipo por 15 segundos mas y agitarla de nuevo hasta alcanzar la liquefaccion.

g. Al finalizar la incubacién con el buffer Il, descarte el buffer cuidadosamente tal como se procedié con el
primer buffer.

Segunda dimensién de la electroforesis

a. Llenar un tubo de la misma longitud de la tira con tampoén de corrida o tampon de electroforesis (Tampdn
de cubetas 1X). Con una pipeta Pasteur.

b. Introducir la tira brevemente en el tampdn de corrida; repetir el proceso con las tiras restantes.

c. Colocar la tira sobre la lamina de vidrio grande, la cara del gel debe mirar hacia usted. Para ello coloque
los vidrios sobre la superficie de la mesa

d. Adicionar con una pipeta Pasteur una cantidad de agarosa con azul de bromofenol suficiente para
completar el espacio entre las dos laminas de vidrio y empujar la tira hasta que haga contacto con el gel
separador, asegurese de que no se formen burbujas entre la tira y el gel separador. Tener cuidado de
empujar la tira del lado donde se encuentra la parte plastica y no del lado de la matriz del gel.

e. Permitir que se solidifique la agarosa, antes de continuar con el procedimiento.

f. Ensamblar el gel o los geles en el aparato para tal fin y proceda en idéntica forma como se realiza la SDS -
PAGE.

Ensamblado de la camara vertical
a. Disponga los vidrios separadores de forma vertical, de manera que quede el espacio requerido para la
preparacion del gel. Verifique que estén colocados de manera correcta sin diferencias entre ellos o alrededor.

b. Inserte los vidrios juntos en el soporte desde la parte de arriba, colocandolos en una superficie plana
horizontal sin dejar espacios entre ellos o desviaciones con respecto a los soportes. Si al servir el gel hay
escape de poliacrilamida es porque los vidrios estan colocados incorrectamente.

c. Coloque los soportes con los vidrios sobre la espuma que esta en el dispositivo de acrilico, presionando
con el gancho la parte de arriba

d. Proceda con la preparacién del gel de poliacrilamida segun protocolo. Deposite la acrilamida en el espacio
gque queda entre los vidrios separadores hasta que polimerice.
Preparacion del gel de poliacrilamida.
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a. Tome dos Beaker y adicione acrilamida al 30 %. Adicione buffer lower pH 8.8, agua destilada desionizada,
TEMED, y persulfato de amonio (segun las concentraciones que requiera), para un volumen final de 7 ml en
caso de que el gel sea de 1 mm de espesor. En caso de que se requiera trabajar con gradiente de
concentraciones de acrilamida, utilice el formador de gradiente, depositando el gel de mayor concentracion
en el primer pozo de izquierda a derecha y el de menor concentracién en el segundo pozo.

b. Una vez depositado el gel en el formador de gradiente, sirva el gel en el orificio que esta en los vidrios
dispuestos en el soporte. Llene hasta 5 mm antes del borde del vidrio separador

c. Adicione isopropanol encima del gel servido

6.3 Montaje de la camara

Nota: asegurese de que los soportes, el marco y los vidrios separadores estén limpios y secos antes de
ensamblar la camara. Los residuos de polvo pueden alterar la presion de la camara durante el uso y
ocasionar errores en el ensayo. El polvo debe ser removido antes de cada uso mediante limpieza con alcohol

etilico.

a. Una vez polimerizado, saque el gel del soporte y coléquelo en el marco. Si se requiere de un solo gel,
utilice el reemplazo de policarbonato en el lado contrario del marco.

b. Introduzca el marco con los geles en la canastilla, presionando hacia abajo y cerrando la canastilla con los
seguros de acrilico

c. Introduzca la canastilla conteniendo los geles en la cubeta y llene la parte interior de la canastilla con
buffer de corrida, la parte exterior de la canastilla debe llenarse hasta cubrir la tercera parte del gel visto
desde afuera.

d. Inserte la tapa de la cubeta haciendo coincidir los colores de los cables con los de los electrodos (negro-
negro y rojo-rojo)

Manejo de la fuente de poder

La camara cuenta con una fuente de poder que alcanza un voltaje maximo de 600 V con un limite de poder

de 15 watts a una temperatura maxima de 50°C. Posee un panel digital desde el cual se puede controlar
facilmente el voltaje, el amperaje y el tiempo que dure la electroforesis segiin cada protocolo.

a) El botén de funciones cuenta con tres led que indican la funcidon que se selecciona (voltaje, amperaje y
tiempo. Orden descendente). Adicionalmente tiene un botén para elegir voltaje constante o amperaje
constante.

c. El display indica cero (0) en cualquiera de las funciones y el led indica la funcién seleccionada mediante el
boton de funciones

d. Ajuste las funciones usando el botén de aumento o disminucién
e. Luego de seleccionar las condiciones adecuadas inicie la electroforesis con el botén “run”

f. La electroforesis terminara cuando acabe el tiempo. Si es necesario poner en pausa la electroforesis use el
boton de “pausa”

g. Para detener definitivamente la electroforesis presione el botén “stop”

h. Al finalizar la electroforesis apague la fuente antes de desconectar la cubeta

Nota: no intente usar la fuente con alguna tapa de otra marca que no sea BIO RAD.



E. Anexo: Historial de Calidad seminal y congelaciones de los toros empleados
como referencia en los mapas electroforéticos bidimensionales

BRAHMAN BLANCO

El Refugio Catalogado 984 — 3

El toro ingreso al Centro de Investigacion La Libertad el 3 septiembre del afio 2008, con un acta
de entrega y una inclusién al sistema de amparo de la péliza contra todo riesgo del centro de
investigacion. El toro cuenta con su registro de pureza avalado por la Asociacion Colombiana de
Criadores de Ganado Cebl ASOCEBU No. 551751 expedida el 15 de septiembre del 2003, y del
Certificado de Inscripcion de Animales Donantes de Material Seminal No. 148-08 expedido por el
ICA, con fecha 30 de Noviembre del 2008.

Previo al ingreso al Centro. en la Hacienda Santa Ana de donde procedia el toro, se habian
realizado evaluaciones reproductivas bajo el convenio Ecopetrol — Corpoica en las que dio malos
resultados, determindndose la aplicacibn de un tratamiento veterinario, permitiendo la
congelacion de material seminal para utilizacion en la misma Hacienda, luego de varias
congelaciones se procedié a entregarlo al Centro de Reproduccién Integral Animal — C.l. La
Libertad Corpoica, con la finalidad de convertirse en Toro Residente donador de material seminal.
A el toro se le continuo obteniendo material seminal, permaneciendo en las instalaciones del CRIA
hasta el dia 13 de Noviembre del 2009, cuando fue retirado por duefio y reingresado el dia 17 de
Noviembre del 2009, retomando la pdliza contra todo riesgo. Con la autorizacion y presencia del
duefio le realizaron una cirugia para correccion de Acrobustitis el dia 5 de marzo del 2010, al igual
que un trabajo correctivo de pezufias.

El toro tiene hijos que han sido utilizado como toretes reproductores, las novillas como pie de cria
en varias ganaderias, luego del inicio de comercializacién de pajillas crio preservadas se ha
utilizado como reproductor en ganaderias productoras de ganaderia pura Brahman de la region.
En la actualidad el toro se encuentra en descanso sexual.

Pajillas Congeladas

Fecha Congelacion Numero Pajillas FACTURADO Motilidad I.D,OS
Congeladas descongelacién %
20 Sept / 2007 173 Ecopetrol 60
13 Marzo / 2008 210 00003345
20 Junio / 2008 637 00003489 50
10 Julio / 2008 438 00004191 40
12 Marzo / 2009 193 00004191 40
12 Mayo / 2009 170 00004191 35
14 Mayo / 2009 464 00004191 35
3 Junio /2009 309 00004191 40
2 Julio / 2009 231 00004191 40
9 Julio / 2009 258 00004191 40
11 Agosto / 2009 154 00004191 40
26 Agosto / 2009 355 00004191 35
7 Septiemb / 2009 130 35
TOTAL PAJILLAS 3.722
CONGELADAS
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SANMARTINERO 04 - 119

El toro hacia parte del Banco de Germoplasma Animal In Situ, y fue vendido a Corpoica, donde se
realizaron los tramites para obtener el Certificado de Inscripciéon de Animales Donantes de
Material Seminal. En la actualidad el toro se encuentra en descanso sexual, anexo se relacionan
las congelaciones realizadas hasta el momento.

Pajillas Congeladas

Fecha Numero Uso Pajillas Motilidad Pos
Congelacion Pajillas descongelacion
Congeladas %

6 Mayo / 2009 122 BGAIV 40

24 Agosto / 2009 276 Fomento FEDEGAN 40

1 Septiembre / 278 Fomento FEDEGAN 40

2009

21 Octubre / 2010 | 49 Proyecto 40
PROTEOMICA

1 Diciembre / 2010 | 49 Proyecto 30
PROTEOMICA




F. Anexo: Estructura tridimensional de la proteina aSFP elaborada a través del
programa Cn3D 4.1, a partir de la secuencia de aminoacidos reportada por la NCBI
proteins. En amarillo la posicidn de las cisteinas que forman puentes bisulfuro con

potencial de oxido-reduccion.
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G. Anexo: Espermatozoides sometidos a inmunoflourescencia para determinar los
patrones de union de proteinas BSP Al y A2. (a) Espermatozoide con acrosoma
intacto incubado con fluido itsmico no luteal y (b) Espermatozoide con acrosoma
intacto incubado con fluido ampular. Se aprecia alta fluorescencia en la parte
media del espermatozoide lo que indica altos patrones de adhesién de proteinas
BSP. Tomado de: Souza., 2008
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H. Anexo 1. Estructura primaria de las proteinas BSP. Los puntos de union alos
carbohidratos se representan con puntos Tomado de: Manjunath y Therien., 2002

BSP-A1/-A2 proteins
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Anexo: Cromatografo de baja presion Bio Logic de BioRad con colector de
fracciones automatico y columna con matriz de sefacril S-100
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J. Anexo : Celda de Ultrafiltracion con corriente de nitrogeno Amicon de
Millpore®
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K. Anexo: Cromatogramay Electroforesis en 1 dimension de las proteinas
obtenidas en las fracciones colectadas mediante cromatografia de exclusién por
tamafo mediante el uso de Sefacril S-50. Tomado de: Calvete., 1996
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L. Anexo: Electroforesis SDS de 1) Marcador de peso, 2) plasma seminal ovino
completo y 3 a 6) fracciones eluidas por cromatografia mediante el uso de
columnas de Sephacril S-100. Tomado de Barrios, 2000
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M. Anexo: Proteinas de plasma seminal bovino relacionadas con la congelabilidad
del semen. Las flechas arriba indican la direccién del gradiente de pH de basico (-)
a acido(+) y viceversa. En la mitad se muestra el marcador de peso molecular. Las
flechas dentro de la imagen sefialan los puntos que presentaron diferencias
significativas (p<0.05) en los toros de A) alta congelabilidad y B) baja
congelabilidad. Tomado de: Jobim, 2004
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