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Resumen

Se utilizaron 3 sementales fértiles por raza: Yorkshire, Landrace, Duroc y Cerdo
Pel6n Mexicano. Tres eyaculados por semental extraidos alternadamente, se estudiaron por
duplicado en fresco, 5°C y descongelado. Se utilizaron lectinas WGA -FITC Concanavalina
A-FITC. Se contaron 100 células, por muestra. Resultados altamente significativos
(P<0.001), se obtuvieron entre semen frescoy 5°C, el porcentaje de espermatozoides con
dominio acrosomal disminuyé 4.33 %, los dominios ecuatorial y posacrosomal aumentaron
2.67 %y 1.67 % respectivamente. En semen descongelado se observo una disminucién
significativa (P<0.001), el porcentaje de espermatozoides con dominio acrosomal
disminuyé en 15.33 %, el domino ecuatorial y posacrosomal aument6 significativamente en
5.00 %y 10.34 % respectivamente. No hubo diferencias significativas (P<0.001), entre
razas para el dominio acrosomal.

Palabras claves: dominios de membrana, lectinas, espermatozoides.

Abstract

Were used 3 fertile boar by each breed: Yorkshire, Landrace, Duroc, and Creole
Mexican without hair. Three ejaculates for boar were colectedin alternating form, to be
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studied by duplicate (fresh, 5°C and defrosted), there was in use lectins WGA -FITC
Concanavalin A-FITC. 100 cell were counted for sample. Highly significant results (P <
0.001), they were obtained between fresh semen at 5 ° C, the percentage of sperm with
domain acrosomal diminished 4.33%, the domains equatorial and posacrosomal increased
2.67% and 1.67% respectively. In defrosted semen was observed a significant decrease (P
< 0.001) of spernes with domain acrosomal diminished in 15.33%, the equatorial domain
and posacrosomal increased significantly in 5.00% and 10.34% respectively. No significant
differences (P < 0.001), between races for domain acrosomal.

Key words. Membrane domains, lectins, sperm.

Introduccion

La membrana plasmatica (MP) es afectada por el proceso de criopreservacion
(Noiles et al., 1997; Gadella et al., 1995), demostraron que ocurre una distribucion de los
componentes en los diferentes dominios de la membrana plasmatica, en los

espermatozoides criopreservados.

La MP de los espermatozoides ha sido considerada como un mosaico de dominios,
cada uno con caracteristicas especificas. EI dominio del segmento principal del acrosoma,
el correspondiente al segmento ecuatorial del acrosoma, y el de la regién postacrosomal
(Peterson y Russel, 1985).

Estudios de microscopia de fluorescencia y electronica usando lectinas especificas
en los espermatozoides de humanos, hamster, ratas, borregos, cerdos y caballos, han
servido para demostrar que la distribucién de los sitios de unién a las mismos, se restringen
a ciertas regiones de los espermatozoides. En el espermatozoide, los estudios con lectinas
se han realizado para comprobar la maduracién de los espermatozoides en el epididimo, ya
que este tipo de espermatozoides presenta dominios de MP caracteristicos manifestados a
través de los carbohidratos de superficie (Eddy, 1994, Okumura et al., 2012).

Los dominios de membrana son regiones dinamicas que presentan grupos
especificos de lipidos, proteinas y glicoconjugados los cuales pueden experimentar cambios
de manera independiente o coordinada durante la vida o los procesos fisiolégicos de la

célula. Los dominios son establecidos durante la espermiogénesis, sin embargo éstos




pueden cambiar en organizacion y composicién durante la vida de la célula, como son los
procesos de maduracion epididimal, la capacitacion y la RA (Yanagimachi, 1994; Gadella,
1995, Okumura et al., 2012 Zigo, et al., 2013).

En la membrana de los espermatozoides existen glicoconjugados, que han sido
estudiados mediante la capacidad que presentan de unirse a proteinas de origen vegetal
(lectinas). Las lectinas se encuentran en las plantas y se unen especificamente a los
azucares de la superficie de las membranas celulares, formando uniones muy similares a las
de las enzimas con su sustrato, y a las de los anticuerpos con sus antigenos. Las lectinas
marcadas con diferentes fluorocromos han sido utilizadas para analizar la expresion, la
distribucion y las alteraciones de los glicoconjugados de la membrana. (Sharon, 1997;
Hernandez et al., 1999).

En el espermatozoide, los estudios con lectinas se han realizado para comprobar la
maduracion de los espermatozoides en el epididimo, ya que este tipo de espermatozoides
presenta dominios de MP caracteristicos manifestados a través de los carbohidratos de
superficie (Eddy, 1994).

También, diversos investigadores han utilizado la unién de lectinas a la superficie
del espermatozoide para evidenciar los cambios que ocurren en la MP, durante la

capacitacion y reaccion acrosomal (Aguas, 1989).

Materiales y Métodos

El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Animal de la
Unidad Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia, dependiente de la Universidad
Auténoma de Nayarit, localizada geograficamente al suroeste del estado de Nayarit, a una
altitud de 1021 metros sobre el nivel del mar, con una temperatura media anual de 18°C,

cuenta con un clima templado seco y una precipitacion pluvial de 900 mm por afio.

Se utilizaron 12 sementales fértiles, entrenados para la recoleccion de semen, de las

razas comerciales Yorkshire, Landrace, Duroc, y la raza criolla Cerdo Pelon Mexicano,




con una edad aproximada de 2 afios. Los sementales permanecieron estabulados en una
corraleta individual, alimentados con la dieta de la granja y agua ad libitum se evaluaron
tres sementales por cada grupo racial: Yorkshire (n=3), Landrace (n=3), Duroc (n=3) y la
raza criolla Pelon mexicano (n=3).Tres eyaculados por semental fueron extraidos en forma
alterna, para ser estudiados por duplicado en tres diferentes temperaturas, durante el

proceso de congelacion (fresco a 35°C, 5°C y descongelado).

La coleccion del semen se realizd mediante la técnica de mano enguantada.
Para la congelacion se utilizé el método descrito por Westendorf (Westendorf, 1970,
Bwanga, 1990 ) Sdlo se congelaron eyaculados con mas del 80 % de motilidad, menos del
15 % de morfoanomalias, y una concentracion espermatica de 300 X108 por mL. Se
evaluaron muestras de semen fresco, 5°C y descongelados tomando 0.5mL de semen para
cada temperatura analizada, 15 dias después de la congelacion se descongelaron las
pajillas en un bafio Maria a 56°C durante 16 segundos. El contenido de la pajilla se
depositd en un tubo de ensayo con 0.5 mL de diluyente BTS a 37°C dentro del bafio

Maria.

Para la evaluacion de los dominios de MP se utilizaron lectinas WGA -
FITC Concanavalina A-FITC).Las muestras fueron lavadas por
centrifugacion/resuspension 3 veces con PBS (NaCl 137mM, KCI 2.7 mM, KH2PO4 1.5
mM y Na,HPO4 9.6 mM, pH 7.4), para retirar el diluyente y/o exceso de yema de huevo.

Se tomd una alicuota de la muestra que contenia una concentracion
espermatica de 35X10%mL vy se adicion6 formaldehido al 3 % v/v, durante 30 minutos,
posteriormente por centrifugacién/resuspension 2 veces se lavé la muestra con PBS a
1500 rpm/5 minutos, se desechd el sobrenadante y se reconstituyd el sedimento en
Cloruro de Amonio (NH4Cl 50 mM), se dejé reposar 10 minutos a temperatura ambiente y
se centrifug6 a 1500 rpm/5min, se reconstituyo el sedimento con PBS al volumen inicial
el cual se utilizd para hacer los frotis sobre portaobjetos limpios y desengrasados,
teniendo en cuenta de preparar un control, que se prepard al mismo tiempo que las

muestras problemas pero a éste no se le aplicé la lectina.




Los frotis se dejaron secar sobre una platina caliente a 37°C, posteriormente se
introdujeron dentro de un vaso de Copplin con PBS para lavarlos agitando vigorosamente
durante 3 minutos, se seco el exceso de liquido en cada frotis con papel filtro, y se
procedio a la tincion con lectinas (WGA —FITC y Concanavalina A-FITC). Se utilizé un
frotis para cada lectina mencionada y, se tifié con 50 microlitros de lectina (a una
concentracion de 10 pg/mL en PBS) las muestras fueron incubadas en camara hiumeda
durante 30 minutos a 37 °C en completa oscuridad. Pasado este tiempo los frotis se
lavaron 4 veces, dentro de un vaso de Copplin con PBS que se agitd vigorosamente
durante 3 minutos, se sacaron los frotis y se seco el exceso del liquido. Por ultimo se
aplicd 25 pL de medio de montaje (Glicerol-PBS 9:,pH 8) y se cubrié con un
cubreobjetos, se selld con esmalte de ufias transparente los lados del cubreobjetos.

Se dejé secar en completa oscuridad y se observo en un microscopio de Fluorescencia,
Marca Olympus BX51 Modelo BX51TRF con cdmara de video Olympus DP70.

Se contaron 100 células espermaticas en diferentes campos épticos, para cada muestra

analizada.
Los espermatozoides fueron clasificados como se describe en la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de los espermatozoides

Region descripcion
Dominio acrosomal Fluorescencia en regién acrosomal
Dominio ecuatorial Fluorescencia en region ecuatorial

Dominio posacrosomal Fluorescencia en region posacrosomal

Los resultados se analizaron con un analisis de varianza descrita por (Steel et al
1997), en los casos en que el contraste de medias fue significativo (P<0.05) estas medias
fueron separadas mediante prueba de Tukey. Todos los datos fueron procesados con el
paquete estadistico (SAS 2001).

Resultados y Discusion




Los cambios de temperatura en el proceso de criopreservacion provocan que los
patrones de distribucién de los gliconcojugados se modifiquen; estos cambios de
reorganizacion de los dominios de la MP del espermatozoide se observaron utilizando
lectinas (WGA-FITCy CoA-FITC). Al evaluar la distribucion de los dominios de la
(MP) en el proceso de criopreservacion en semen fresco, a 5°C y descongelado, los
resultados mostraron cambios altamente significativos (P<0.001) en los patrones de
fluorescencia.

Cuadro 1. Efecto de la temperatura en el proceso de criopreservacion sobre la distribucion

de los dominios de membrana plasmatica del espermatozoide en la raza Yorkshire,
Landrace, Duroc y Pelon Mexicano.

Temperatura de criopreservacion°C

Fresco 5°C Descongelado
N 36 36 36
Distribucion de los dominios de membrana %
Acrosomal 92.16% 87.83° 76.83°
Ecuatorial 4.66° 7.33° 9.66°
Posacrosomal 3.16° 4.83° 13.50°
EEM + 1.12%** 0.40*** 0.79**
N 12 12 12
Dominio acrosomal (%0)
Yorkshire 91.66 86.66 76.66
Landrace 93.00 90.00 78.66
Duroc 92.66 86.66 76.00
Pelén Mexicano 91.33 88.00 76.00
EEM = 0.38 0.57 0.50

Semen Fresco (temperatura de recoleccién)
Semen descongelado.

*** P<0.001.

EEM (error estandar de la media).




Los resultados obtenidos en la presente investigacion coinciden con lo reportado
por Jiménez et al. (2003), quiénes revelaron que conforme disminuia la temperatura en el
proceso de criopreservacion, la intensidad de la fluorescencia, disminuia y los patrones de
fluorescencia se modificaban al congelar espermatozoides de cerdo. Tanto la WGA como la
Concanavalina A, se unen a azucares de superficie, como son la manosa, glucosa y acido
sialico, que estan distribuidos predominantemente sobre la superficie de membrana
plasmaética del espermatozoide. WGA se une al acido sialico y N acetilglucosamina y CoA

se une a D-manosil y D-Glucosyl (Jiménez et al., 2003, Okumura et al., 2012)

En la membrana de los espermatozoides existen glicoconjugados que han sido
estudiados mediante la capacidad de unirse a proteinas de origen vegetal (lectinas)
marcadas con un fluorocromo, para analizar la expresion, distribucién y alteraciones de los
glicoconjugados de la membrana (Sharon, 1997; Hernandez et al., 1999; A. Nohe et al.,
2004, Okumura et al., 2012 Zigo, et al., 2013).

Diversas investigaciones, describen cambios en los carbohidratos de la superficie de
membrana del espermatozoide, durante la capacitacion y la reaccion acrosomal (Medeiros
et al., 2002; Matas et al., 2002; Jiménez et al., 2003, Nimlamool 2013).

Koehler, (1981) observo el reacoplamiento lipido-lipido y glucolipidos tanto en la

membrana plasmatica como en la estructura de la membrana flagelar.

Es por ello, que el uso de crioprotectores en la criopreservacion de las células
espermaticas es de suma importancia, para poder mantener los glicoconjugados (dominios)
de membrana del espermatozoide, ya que son importantes en los procesos destinados a la
fertilizacion (Rota et al., 1999, Rosati 2012).

Conclusion




El cambio de temperatura provocé una redistribucion de los glicoconjugados de la
MP del espermatozoide provocando una disminucion significativa (P<0.001) en los
patrones de fluorescencia de las regiones de los dominios.

No se obtuvieron diferencias significativas (P<0.001), entre los grupos raciales

estudiados para el dominio acrosomal por el efecto de la temperatura.
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